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Zur Biologie des Aluminiums. 


Von 
C. Massatsch und H. Steudel. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitét in Berlin.) 
(Eingegangen am 10. Mdrz 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Rolle, die das Aluminium im Pflanzen- und Tierkérper spielt, 
hat durch Untersuchungen der letzten Jahre erheblich an Interesse 
gewonnen. Wahrend man in friiheren Zeiten den Befund von Aluminium 
in lebenden Organismen fiir rein zufallig und nebensachlich hielt, dem 
Aluminium sogar gelegentlich die Rolle eines Schadlings zuschrieb, 
hat sich unsere Anschauung allmahlich gewandelt mit Hilfe ver- 
feinerter Untersuchungsmethoden hat man gefunden, daf} Ajuminium, 
wenn auch in geringen Mengen, fast in jedem pflanzlichen und tierischen 
Organ vorkommt, und man neigt heute mehr der Ansicht zu, da} auch 
das Aluminium zu den lebensnotwendigen Elementen gehért. Deshalb 
hat man sich in der letzten Zeit eingehender mit dem Verhalten des 
Aluminiums und seiner Salze im Organismus, besonders im mensch- 
lichen und tierischen Organismus, beschaftigt. Dabei hat sich zunichst 
die véllige Harmlosigkeit selbst gréBerer Mengen von verfiitterten 
Aluminiumverbindungen (Aluminiumoxyd) herausgestellt; aber diese 
gewissermaBen doch nur summarischen Versuche lieben noch. manche 


spezielle Frage offen, und iiber Einzelheiten tiber das Verhalten von 


Aluminiumsalzen den Verdauungssaften gegeniiber und iiber die Frage 
der Resorption der etwaigen gelésten Aluminiumverbindungen be- 
stehen noch viele Unklarheiten und die Forscher sind durchaus nicht 
alle einer Meinung. Denn die quantitative Bestimmung des Aluminiums, 
besonders in physiologischen Flissigkeiten, ist miihsam und zeit- 
raubend, und die modernen, besonders von amerikanischen Autoren 
angegebenen kolorimetrischen Bestimmungsmethoden. erfordern ein 
hohes MaB von Ubung und Erfahrung, wenn sie zuverlissige Resultate 
geben sollen. 

Die vorliegenden Untersuchungen haben das Verhalten von 
Aluminiumsalzen zu Verdauungssaften zum Gegenstand. Bei diesen 
Versuchen handelte es sich um relativ betrachtliche Quantitaten 
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von Aluminium, fiir deren Nachweis uns die kolorimetrischen Methoden 
weniger geeignet erschienen: die hier in Frage kommenden Mengen 
lieBen sich gut gewichtsanalytisch bestimmen. 


Methode. 

Die Lésungen wurden, soweit sie organische Bestandteile ent- 
hielten, eingedampft, getrocknet und vorsichtig verascht. Die Asche 
wurde in verdiinnter Salzséure gelést und unter Zusatz von Ammonium- 
chlorid und nétigenfalls von Ammoniumphosphat wurde Eisen, 
Aluminium und Calcium hei8 mit Ammoniak in geringem Uberschuf 
ausgefallt. Nach sofortigem starken Ansaiuern mit Essigsiure, wobei 
das Calcium in Lésung geht, wird heiB filtriert und mit heiBem Wasser 
kurz ausgewaschen. Dann wird der Filterriickstand in heiber verdiinnter 
Salzsiure gelést und mit Ammoniak wieder ausgefallt. Wenn man 
nun noch einmal mit Essigséure ansiuert, hat man Eisen und Alu- 
minium rein als Phosphate oder als Hydroxyde in der Fallung. In dem 
von uns im folgenden benutzten Backpulver war immer geniigend 
Phosphorséure vorhanden, so daB Eisen und Aluminium als Phosphate 
niedergeschlagen wurden. Der Niederschlag wurde gegliiht und ge- 
wogen. Die erhaltenen Oxyde oder Phosphate wurden nunmehr in Salz- 
siure gelést, das Eisen nach Zusatz von Jodkalium mit Natriumthio- 
sulfat titriert und vom Gesamtniederschlag abgezogen. Die Differenz 
ergibt das Aluminium. 

Da durch die neuen Begriffsbestimmungen zum amerikanischen 
Lebensmittelgesetz Aluminiumsalze als Treibmittel beim Brot- und 
Kuchenbacken ausdriicklich zugelassen sind und diese bei der Um- 
setzung schlieBlich in Phosphate iibergehen, bezogen sich unsere ersten 
Versuche 

- a) auf das Verhalten des Aluminiumhydroxyds und Phosphats 
zu kiinstlichen Verdauungslésungen, 

b) ferner wurden die Versuche in Gegenwart eines Eiweibkérpers 
vorgenommen, 

c) in einer weiteren Versuchsserie wurde, um_ einigermaben 
physiologische Verhaltnisse nachzuahmen, Brot unter Zuhilfenahme 
aluminiumhaltiger Backpulver gebacken und derartiges Brot der Ein- 
wirkung der Verdauungssafte tiberlassen, 

d) schlieBlich wurden die gemaB c) erhaltenen Lésungen der Dialys« 
unterworfen, um festzustellen, was von der im Verdauungsvorgang 
gelisten Aluminiumverbindung auch dialysierbar war. 


Herstellung des Aluminiumhydrox yds. 


Zu a). 58g Aluminiumsulfat werden in 100 cem heiBen Wassers gelést 
und nach dem Erkalten filtriert. Die Lésung wird allmahlich in ein 
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Ammoniaklésung (200 cem 10°,iges Ammoniak und 600 cem Wasser) ein 
getragen, der dickliche weiBe Brei von Aluminiumhydroxyd wird zuerst 
auf ein Faltenfilter gebracht; dann, nachdem die Hauptmenge des Wassers 
abgetropft ist, wird der Rest zentrifugiert und mit Wasser véllig ammoniak 
und sulfatfrei gewaschen. Der Riickstand ist immer noch sehr voluminés 
und gallertig und enthalt noch viel Wasser; auch beim Trocknen im Trocken 
schrank bei 100 oder bei 130°, wobei man fiir haufiges Liiften wegen der 
groBen Wasserabgabe sorgen mu, verliert selbstverstandlich der Nieder 
schlag nicht alles Wasser. Wir haben uns damit begniigt, bei 130° 3 Stunden 
lang zu trocknen und haben dann das Praparat in gut verschlossenen Glas 
gefaBen aufbewahrt. Ein solchermaBen hergestelltes Priparat von Alumi- 
niumhydroxyd enthielt 2,70°, Aluminium. 


Herstellung des Aluminiumphosphats. 


60g Aluminiumsulfat in 100 ccm Wasser heiB gelést, mit Na, H PO,- 
Léosung ausgefallt und der Niederschlag nach dem Erkalten abfiltriert. 
Der Niederschlag wurde dann zentrifugiert, gewaschen und 3 Stunden bei 


100° getrocknet. Das Priaiparat enthielt dann 12,57°, Aluminium. 


Auf diese beiden Praparate haben wir zunichst  kiinstlichen 
Magensaft einwirken lassen. Wir stellten uns drei verschiedene Kon- 
zentrationen von Magensaft her: Nr. I enthielt 8 ccm 37° ige HCl 

05g Pepsin-Witte auf 1000ccm Wasser, Nr. II enthielt 4 cem 

der gleichen HCl+ 0,5 g Pepsin und Nr. III 16 cem HCl + 05¢ 
Pepsin auf 1000 ccm Wasser. Wir erhielten so drei verschiedene Ver- 
dauungslésungen, die 0,3, 0,15 und 0,6°,, Salzsiure enthielten. Zu 
diesen Lésungen wurde so viel von den Aluminiumpraparaten zugesetzt, 
da®B unter der Voraussetzung der Bildung von Aluminiumchlorid 
etwa die Halfte der Salzsiure des Magensaftes Nr. I verbraucht wurde. 
Dann wurde in Magensaft Nr. II die gesamte Menge HC! fiir die Bildung 
des Aluminiumchlorids verbraucht und in Nr. III nur ein Viertel 
der vorhandenen Menge. Es wurden demnach angesetzt: 

500 cem Magensaft Nr. Il und 5g Al (OH)., 

500, .. ok « tg A, 


Die gleichen Mengen Aluminiumsalz wurden den Saften Nr. Il 


und IIT zugesetzt. Dann kamen simtliche Mischungen auf 24 Stunden 


in den Brutschrank bei 37°. In den Saften mit Phosphatzusatz ging 


dieses entsprechend dem Sauregehalt in Lésung; in Nr. II] nach etwa 


|, Stunde, in Nr. I nach 1 Stunde und in Nr. II bis auf einen sehr 
geringen Rest erst nach 24stiindigem Stehen. Von den Hydraten 
waren nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank nur etwa 73 °,, in Lésung 
gegangen. 

Zu b). Den Phosphatversuchen wurden nunmehr je 2g Casein- 
Hammarsten zugesetzt, den Hydroxydversuchen je 1,5 g Casein und 
die Versuchsl6sungen noch einmal 24 Stunden in den Brutschrank 


16* 
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gestellt. Dann war das hinzugesetzte Casein in dem Magensaft Nr. | 
und II v6llig gelést, waihrend im Magensaft Nr. III sowohl beim 
Phosphat- wie beim Hydratversuch nicht alles Casein in Lésung ge 
gangen war, hier hat wohl die Saure die Lésung des Caseins gehindert 

Fiir die weitere Verarbeitung wurden nunmehr die mit dem Magen 
saft Nr. Il angesetzten Versuche ausgewahlt. Um zu sehen, ob etwa 
an Eiweil gebundenes, schwer dialysables Aluminium vorhanden war 
wurden die beiden Versuchslésungen gegen Wasser dialysiert, die 
Dialysate vereinigt, eingedampft, filtriert, zu 100 ccm aufgefiillt und 
in zweimal je 10 cem das Aluminium bestimmt. Es waren rund 86' 
des Aluminiums herausdialysiert. 

Ahnlich lagen die Ergebnisse bei den Phosphatversuchen, so dal 
geschlossen werden mu, daB in den Magen gelangende, stark wasser 
haltige Aluminiumverbindungen sich dort in leicht dialysabler Form 
vorfinden kénnen. 

Die Léslichkeit ist aber abhangig von der Altersstufe des ver 
wendeten Gels. Trockenes, aus dem Handel bezogenes pulveriges 
Aluminiumhydroxyd zeigte eine Léslichkeit von nur 28°, unter 
gleichen Versuchsbedingungen. 

Zu c). Um die natiirlichen Bedingungen einigermaBen nach 
zuahmen, haben wir weitere Verdauungsversuche mit Brot angestellt, 
das wir unter Benutzung aluminiumhaltigen Backpulvers selbst her- 
gestellt haben. Wir haben ein Backpulver! benutzt, das nach unseren 
Analysen in 1 g 0,023 g Al enthielt. 1 Pfund Mehl wurde unter Fett- 





! Aluminiumhaltige Backpulver sind in Deutschland im Handel nicht 
zu haben, weil ihre Benutzung bisher immer noch verboten ist. Wir habe: 
fiir unsere Versuche uns von einer amerikanischen Firma ein solches Back 
pulver besorgen lassen, das folgende Zusammenstellung hatte: 


AUT NOIBO), 2... 1s ses BRE 
ae a ee rma i 
TE os te ew Ra ee Re 
De 3 se as & ee ee 2 ee 
100 ¢ 
Beim Backen wird aus diesen Salzen: 
SN ek os gos es ss Oe 
BEG ow se ss Sls we 3 oe ee 
i eee 
| a a er ee ee ee 


In den folgenden Versuchen haben wir, um einfache und iibersichtlich: 


Aluminiumphosphat berechnet. Wir lassen es aber dahingestellt, ob, b¢ 
sonders in den alkalischen Versuchslésungen, diese Umsetzung quantitati\ 


verlaufen ist. 





Verhaltnisse zu haben, am Ende des Versuchs das Aluminium immer als 
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und Wasserzusatz mit 35 g Backpulver zu Brot verbacken (Ausbeute 
1050 g Brot): davon wurden je 30g, entsprechend 1 g Backpulver, 
angesetzt: 

1. mit 500ccm Magensaft (4cem konz. HCl+ 0,5 g Pepsin), 

2. mit 500cem Pankreassaft (500 cem 0,2°,iger Sodalésung 

0,2 g Pankreatin, Kahlbaum). 

Die beiden Versuchslésungen wurden 24 Stunden unter Toluol 
im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Nach dieser Zeit war noch der 
gréBte Teil des Brotes unverdaut. Er lag aufgequollen als dicker 
Bodensatz in der Flasche und nahm fast das halbe  Fliissigkeits- 
volumen ein. Eine Analyse zu diesem Zeitpunkt erschien uns nicht 
zweckmabig; es wurden der pankreatischen Verdauung noch 0,2 g 
Pankreatin zugefiigt. 

Als nach weiteren 3 Tagen der gréBte Teil des Brotes in Lésung 
gegangen war und die Verdauung keine sichtbaren Fortschritte mehr 
machte, wurden die Versuchslésungen zentrifugiert und _filtriert; 
die pankreatische Verdauungslésung war vollkommen klar, wahrend 
die Pepsinverdauung milchig getriibt war. Der gréBbte Teil des dem 
Teig zugesetzten Fettes befand sich jetzt gelést in der Toluolschicht 
und wurde mit dieser im Scheidetrichter abgetrennt. 

Pepsinverdauung: Die leicht triibe Fliissigkeit enthalt fast das 
gesamte Aluminium. 


Pankreatinverdauung: Hier wurden im Verdauungsriickstand noch 

67,7 mg AlPO, gefunden. 
Aus diesen Versuchen ergibt sich weiter, daB wohl im Magen 
ein Teil des Aluminiums in Lésung gehen kann, da® es aber sehr un- 
wahrscheinlich ist, daB nun das geléste Aluminium wirklich resorbiert 
wird. Denn sowie das geléste Aluminium mit alkalisch reagierenden 
Saften in Beriihrung kommt, fallt es wieder unléslich aus. Das wird 
besonders deutlich durch den pankreatischen Verdauungsversuch 
illustriert. 

Zu d). Zum SchluB haben wir Versuche angesetzt, um die Menge 
des dialysablen Aluminiums bei der Brotverdauung festzustellen. 
Es wurde aus 1 Pfund Mehl und 35g Backpulver unter Zusatz von 
Zucker und Fett ein Kuchen gebacken, der 1184 g schwer war. 

Zweimal 34g Kuchen, entsprechend 1g Backpulver, wurden 
+ Tage mit kiinstlichem Magensaft (4 cem konz. HCl + 0,25 g¢ Pepsin 

500 cem Wasser) bei 37° verdaut. Die eine Lésung wurde nun vom 


Ungelésten, 5,7 mg AIPO, enthaltend, abzentrifugiert und gegen 


Wasser (in gleicher Weise, wie oben schon beschrieben) dialysiert. 
Nach dem AbschluB des Versuchs waren herausdialysiert 0,1045 g 
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AIPO, (verlangt 0,1076 g), wahrend im Dialysierschlauch gar kein 
Aluminium zuriickgeblieben war. 

Die andere Verdauungslésung wurde gleichfalls zentrifugiert, 
diese Lésung aber nicht analysiert, sondern neutralisiert und dann 
mit kiinstlichem Pankreassaft weiterverdaut, nach 3 Tagen abzentri- 
fugiert und die Lésung dialysiert. Im ungelésten Zentrifugenriickstand 
waren 0,0747 g Aluminiumphosphat zuriickgeblieben, aus der Lésung 
im Dialysierschlauch waren 0,0063 g AIlPO, herausdialysiert. — Im 
Dialysierschlauch waren als nichtdialysabel 0,0251 g AlPO, zuriick- 
geblieben. In diesem Falle waren also von 0,1076 g zum Brot zugesetzten 
Aluminiumphosphats nur 0,0063 g gleich 5,9°,, dialysiert, wahrend 
der ganze Rest nicht dialysabel war. 

Gerade dieser letzte Versuch scheint uns ausschlaggebend zu sein 
fiir die Auffassung der Rolle, die das Aluminium bei der Verdauung 
spielt. Wenn auch zuniachst im sauren Magensaft, der Menge det 
Salzsiure entsprechend, ein mehr oder minder grober Teil Aluminium 
in Lésung gehen kann, so ist das fiir seine Resorptionsfihigkeit durchaus 
nicht beweisend, denn einmal ist der Magen kein Resorptionsorgan, 
dann aber fallen die gelésten Aluminiummengen, sobald sie mit den 
alkalischen Darmsiften in Beriihrung kommen, wieder aus und werden 
unléslich oder gehen doch in eine solche Form iiber, daB sie nicht mehr 
dialysabel und damit auch nicht mehr resorptionsfahig sind. Die kleinen 
Mengen, die in unserem Versuch herausdialysiert sind, kbnnen méglicher- 
weise resorbiert werden und sind dann wohl geniigend, um den in 
neueren Versuchen festgestellten Bedarf eines lebenden Organismus 
an Aluminiumsalzen zu decken. Es besteht aber immerhin die Méglich- 
keit, daB auch diese winzigen Mengen noch nicht einmal in ihrer Gesamt- 
heit resorbiert werden. Es ist nur mit groben Schwierigkeiten ver- 
kniipft, zu entscheiden, ob etwa im Harn diese kleinen Mengen von 
Aluminium wieder ausgeschieden werden. Die groBen Mengen andere1 
Salze im Harn machen gerade eine exakte Analyse der hier in Betracht 
kommenden Mengen von Aluminium fast unmédglich. 

Um eine Antwort auf die Frage nach der Wirkung fortgesetzter 
Darreichung von Aluminiumsalzen auf den Organismus zu erhalten, 
haben wir deswegen noch einmal Fiitterungsversuche mit aluminium 
haltigen Nahrungsmitteln sowohl an Ratten wie an Hunden angestellt. 
Wir hatten schon friiher Aluminiumverbindungen an Ratten und 
Hunde verfiittert! und keine irgendwie schidliche Wirkung gesehen 

Nun bestand immerhin die Méglichkeit, da reine Aluminium. 


verbindungen sich anders verhalten, wenn sie in den Magen kommen, 


1 Siehe Hauszeitschrift der vereinigten Aluminiumwerke 1929, Juni 
heft und Deutsche Nahrungsmittelrundschau 1929, H. 26. 
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als etwa Aluminiumverbindungen, die mit der Nahrung, etwa_ mit 
Brot, das mit aluminiumhaltigen Treibmitteln gebacken ist, in den 
Verdauungstraktus gelangen. 

Wir haben also noch einmal einen solchen Fiitterungsversuch 
angesetzt und mehrere Gruppen von Ratten mit Brot gefiittert, das 
mit aluminiumhaltigen Treibmitteln gebacken war. Wir wahlten 
junge Ratten im Gewicht von 30 bis 40g aus unserer eigenen Zucht, 
hielten diese in Einzelkafigen wie bei Vitaminversuchen und haben 
sie alle 5 Tage gewogen. Eine Backvorschrift fiir ein aluminiumhaltiges 
Brot fanden wir in einer einschlagigen Arbeit von Schdffer!: hier wird 
die Zusammensetzung folgendermaben angegeben: Mehl 1000 g, 
62 g Zucker, 130 g Schmalz, Kochsalz 9 g, Casein 184 g und Backpulver 
207 g. Diese Menge Backpulver ist entschieden zu viel fiir Normal- 
versuche und kann héchstens in Frage kommen, wenn man die Wirkung 
von aubergewohnlich grobBen Dosen von Aluminiumsalzen untersuchen 
will. Wir haben deswegen die tibliche Menge Backpulver 70 g 
genommen und statt des Schmalzes Cocosfett gewahlt, das sich leichter 
im Teig verarbeiten laBt. Man nimmt zu dem Gemenge so viel Wasser, 


dah man einen guten Teig bekommt und erhalt nach dem Backen 


ein angenehm schmeckendes Kuchenbrot, das die Tiere immer gern 
gefressen haben. Wir haben 10 Ratten immer so viel in einem be- 
sonderen Napfchen in den Kafig gelegt, daB sie reichlich zu fressen 
hatten. Daneben wurde den Tieren in einem besonderen Gefal Wasser 
gereicht. 

Zum Vergleich haben wir einer zweiten Gruppe von 10 Tieren 
Brot verfiittert, das mit einem deutschen aluminiumfreien Backpulver 
in der gleichen Weise wie oben gebacken war. Auch dieser Teig gab 
nach dem Backen ein recht angenehm schmeckendes Brot. Nach 
mehreren Tagen, als einige Tiere nicht an Gewicht zugenommen hatten, 
bekamen simtliche Versuchstiere eine tagliche Zulage von 0.5 g Butter 
und 0,5 g Trockenhefe als A- und B-Vitamintrager. Es zeigte sich nun 
das héchst auffallige Resultat, dal weder die Tiere der ersten Gruppe, 
die das aluminiumhaltige Brot bekamen, noch die Tiere der zweiten 
Gruppe, die das andere Backpulverbrot erhielten, an Gewicht zu- 
nahmen. Es lag nicht daran, daB die Tiere nicht genug zu fressen be- 
kamen, der Futternapf war immer reichlich mit Brot gefiillt. Das 
Brot muBte in seiner ganzen Zusammensetzung insuffizient sein, und 
um diesen Fehler auszuschalten, griffen wir auf die Cakes zuriick, die 
wir als Grundfutter fiir Vitaminversuche schon seit mehreren Jahren 
benutzen und von denen wir wissen, da} sie bei Zulage von Vitamin A 


' Bulletin de la Société scientifique d’Hygiéne alimentaire 16, Nr. | 
und 2, 1928. 
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und B ein normales Wachstum der Ratten gewahrleisten. Wir fiitterten 
also nunmehr unsere Tiere mit diesen Cakes, die folgende Zusammen- 
setzung haben: Casein 18°,, Palmin 15°, Cellulose 2°,, Reisstarke 
59°., Salzgemisch von Osborne und Mendel 6°... 


Dazu gaben wir taglich 0,5 g Butter und 0,5 g¢ Trockenhefe und 
ferner der ersten Gruppe 0,1 g des aluminiumhaltigen Backpulvers 
in Substanz und der zweiten Gruppe 0,1 g des anderen aluminium- 
freien Backpulvers. Der Erfolg dieses Futterwechsels war ganz ein- 
deutig: beide Gruppen zeigten nunmehr ein véllig normales Wachstum, 
nur einige Tiere konnten sich offenbar nicht wieder recht erholen und 
sind eingegangen, nun aber merkwiirdigerweise mehr bei den Tieren 
der Gruppe II, die das aluminiumfreie Backpulver erhalten haben, 



































Abb. 1. 
Bei 1. Fiitterung mit aluminiumhaltigem Brot 
2. Zulage von 0.5 g Butter und 0,5 g Trockenhefe tiglich. 
Fiitterung mit Keks, 0,5 g Butter, 0.5 g Trockenhefe und 
0,1 g aluminiumhaltigem Backpulver 
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Abb. 2 

Bei 1. Fiitterung mit Brot (deutsches, aluminiumfreies Backpulver). 
2. Zulage von 0.5 g Butter und 0,5 g Trockenhefe 








. 3. Fiitterung mit Keks, 05 g Butter, 0.5 g Hefe und Og 
aluminiumfreiem Backpulver. 





als bei den Tieren der Gruppe I. Als der Versuch ein Vierteljahr ge- 

dauert hatte, haben wir ihn abgebrochen. Samtliche Tiere waren gesund, 

sahen tadellos im Fell aus und befanden sich in ausgezeichnetem 

Ernahrungszustand. 
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70 Fa 12.29 130 10. 1, 12.29 tH 
Nr. 1720. Nr. 1721 
Abb. 3 


Die Tiere wurden mit Keks, der kein A- und B-Vitamin enthielt, gefiittert; an dem mit 
bezeichneten Tage erhielten sie eine tagliche Zulage von 0,5 g Butter, 0.5 ¢ Trockenhefe 
und 0,1 g aluminiumhaltigem Backpulver 
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Abb. 4. 


Die Tiere wurden mit vitaminfreiem Keks gefiittert; von dem mit | bezeichneten Tage ab 
erhielten sie eine tigliche Zulage von 0,5 g Butter, 0,5 g Trockenhefe und 0,1 g aluminium 
freiem Backpulver. 
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Abb. 5. 
Kurven zweier Kontrolltiere, die gleichfalls vitaminfreien Keks erhielten: von dem mit 
bezeichneten Tage ab erhielten sie eine tigliche Zulage von 0.5 g¢ Butter und 05 ¢ 


Trockenhefe 


Dieser Versuch scheint uns schlagend zu beweisen, dais von einer 
schadigenden Wirkung der Aluminiumsalze auf den Organismus 
keineswegs die Rede sein kann. Wenn gelegentlich von anderen 
Forschern ein schlechtes Wachstum der Versuchstiere beobachtet 
worden ist, so liegt das nach unseren Resultaten héchstwahrscheinlich 
daran, da das Futter der Tiere an und fiir sich unzureichend gewesen 
ist, aber nicht an den Aluminiumsalzen, die verfiittert worden sind. 

Wir haben uns bei diesen Ergebnissen nicht beruhigt, sondern 


haben sie noch auf andere Weise zu stiitzen versucht. Es ist allgemein 
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bekannt, dab junge Tiere, die man vitaminfrei, sei es A- oder B-vitamin 
frei, ernahrt, nicht an Gewicht zunehmen, die allerschwersten Krank 
heitszeichen bekommen und fiir jede Art von Schadigung ganz besonders 
empfanglich sind. Wir haben also junge Ratten (15 Exemplare) zu 
nachst mit den in unserem Institut gebrauchlichen Cakes, die weder 
A- noch B-Vitamin enthalten, gefiittert, so lange, bis Gewichtsstillstand 
eingetreten war. Dann wurden die Tiere in drei Gruppen eingeteilt 
die ersten 5 Ratten erhielten (neben 0,5 g Butter und 0,5 g Trockenhefe 
als Vitamintriger) noch 0,1 g des aluminiumhaltigen Backpulvers, 
die zweiten 5 Tiere auber den Vitamintragern noch 0,1 g eines deutschen 
aluminiumfreien Backpulvers und endlich die letzten 5 Tiere erhielten 
auBer der Butter und Trockenhefe keine Zulage (Kontrolltiere). 

Aus den Wachstumskurven, die sich iiber einen Zeitraum von 
im ganzen 80 Tagen erstrecken, ist gar keine Beeinflussung der Zu- 
nahme der Tiere, etwa durch das aluminiumhaltige Backpulver, zu 
erkennen. Es sind durchweg schéne, gleichmabige, voéllig normale 
Kurven, die sich in gar nichts von denen der Kontrolltiere unterscheiden 

Zum SchluB haben wir noch einmal einen Versuch an Hunden 
angestellt. Wir haben schon friiher, wie eingangs erwihnt, derartige 
Fiitterungsversuche mit Aluminiumsalzen an Hunden durchgefihrt, 
ohne daB wir eine schidigende Wirkung feststellen konnten. Damals 
hatten wir uns damit begniigt, Gewichtskurven anzulegen und uns 
im tibrigen durch das Allgemeinverhalten der Tiere von ihrer Gesundheit 
zu iiberzeugen. Irgendeine nachweisbare pathologische Veranderung 
hat auch noch niemand an Tieren gezeigt, die mit aluminiumhaltigen 
Nahrungsmitteln gefiittert waren. Wir haben versucht, in ahnlichet 
Weise wie Schaffer vielleicht Verainderungen im Stoffwechsel der 
Tiere oder der Nierenfunktion durch Harnuntersuchungen heraus- 
zufinden. Wir haben zu dem Ende drei Hunde zunachst mit Reis 
und Fleisch auf konstante Stickstoffausscheidung gebracht und dann 
dem einen Tiere (Kontrolltier) die gleiche Menge Stickstoff in Form 
eines Hefenbrotes und den beiden anderen in Form von Brot, das 
mit aluminiumhaltigem Backpulver gebacken war, geboten. Nachdem 
die Tiere dieses Brot 4 Wochen lang erhalten hatten, erhielten sie wieder 
ihre erste Ration von Reis und Fleisch 14 Tage lang, um dann noch 
einmal wieder dieselben Formen von Brot 14 Tage lang zu erhalten 
Nach dieser Brotfiitterungsperiode wurde wieder eine Periode mit 
Normalfutter angeschlossen, die noch 10 Tage dauerte. Wahrend 
der Normalfiitterungsperioden wurde der Harn taglich gesammelt, 
seine Menge, sein spezifisches Gewicht und sein Gesamtstickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl ermittelt, ferner wurde das Gewicht der Hunde 
laufend notiert. Ware durch die Fiitterung des aluminiumhaltigen 
Brotes eine Schaidigung des Stoffwechsels der Tiere eingetreten, so 
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hatte man erwarten kénnen, daB sich wahrend der Normalperioden 


eine Anderung in den von uns kontrollierten Werten ergeben wiirde 


Das ist aber nicht der Fall gewesen die simtlichen Perioden sowohl 
der Versuchstiere wie des Kontrolltieres, das Hefenbrot erhalten hatte, 
zeigen dieselben Werte. Ein EinfluB der Aluminiumfiitterung auf den 
Stoffwechsel laBt sich also auf diese Weise nicht feststellen 


SchluBfolgerungen. 


Aus unseren Versuchen muB man entnehmen, daB auch die an- 
haltende Fiitterung sowohl von Ratten wie von Hunden mit Aluminium- 
salzen oder mit einem Geback, das mit aluminiumhaltigem Backpulver 
hergestellt ist, ohne nachweisbare Schadigung der Tiere verlauft. 
Spezielle Schadigungen der Schleimhaut des Verdauungstraktus der 
Tiere haben wir bei vielen Sektionen niemals gesehen: daB man solche 
Schadigungen erhalten kann, wenn man ganz _ unverhaltnismabig 
hohe Dosen von Aluminium verfiittert, bezweifeln wir gar nicht, aber 
so hohe Dosen kommen bei der iiblichen Ernahrung gar nicht in Frage, 
weil sie alle damit versetzten Nahrungsmittel wegen ihres  ad- 
stringierenden Geschmackes v6llig ungenieBbar machen  wiirden. 
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Manometrische Messung des Kohlensiuregehaltes 


von Gasgemischen’. 


Von 
Hans Adolf Krebs. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Methode, die im folgenden beschrieben wird, ist geeignet, 
den Kohlensauregehalt von Gasgemischen in Stahlflaschen in einfacher 
Weise zu messen. 

Wir mischen in einem GefaiB nach Abb. 1, dessen Gasraum die zu 
analysierende, kohlensdurehaltige Gasmischung enthalt, schwach saure 
Permanganatlésung mit schwach saurer Jodidlésung. Durch das 
Mischen werden die Lésungen alkalisch: 


2Mn0O, + 6J’'’+ 4H,O0 = 2Mn0,+ 3J,+ 80H’ 


= 


2Mn0,+ J’ +H,0 2 MnO, + JO, + 2 OH’ 


Die entstehende Lauge absorbiert die Kohlenséure. Durch ein ange- 
schlossenes Manometer wird die Kohlensiureabsorption gemessen und 
aus der Abnahme des Kohlenséuredrucks der Kohiensdiuregehalt der 
Mischung berechnet. 

Ausfiihrung. 

Manometer: Als Manometer dient das gebrauchliche ,,einfache 
Manometer*‘. Als Sperrfliissigkeit benutzen wir eine wasserige Lésung 
von Bleiperchlorat?, deren spezifisches Gewicht 2,068 doppelt so groli 
wie das spezifische Gewicht der Brodieschen Lésung ist. 5000 m det 
Bleiperchloratlésung sind also gleich 1 Atm. Benutzt man diese Sperr 
fliissigkeit, so kénnen mit den iiblichen Manometern, deren Skala 
300 mm lang ist, Kohlensiuremengen bis zu 6 Vol.-°,, analysiert 
werden, mit besonderen Manometern, deren Skala 500 mm* lang ist, 


Kohlensaiuremengen bis zu 10 Vol.-°,. 


1 Siehe hierzu O. Warburg und F. Kubowitz, Notiz iiber manometrisc he 
Messung kleiner Sauerstoffpartialdrucke, diese Zeitschr. 202, 387, 1928. 

2 Thiel und Stoll, Chem. Ber. 538, 2003, 1920. 

* Hergestellt von Hanif und Buest, Berlin N 4. 
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Herstellung der Bleiperchloratlésung. 100g Uberchlorsiure 1,67 
(Kahlbaum) werden mit 20 ccm Wasser verdiinnt. Dann wird so viel 
Bleicarbonat hinzugefiigt, bis sich das zugefiigte Bleicarbonat nicht 
mehr lost. Der ungeléste Teil wird abzentrifugiert und die klare 
Lésung mit 0,1°,, cholsaurem Natrium! versetzt. Man filtriert ab 
und verdiinnt dann die Lésung mit Wasser, bis das spezifische Ge- 
wicht 2,068 betragt. 

Lésungen. 1. m/5 Kaliumpermanganatlésung in n/500 Schwefel- 
sdure. 

2. 15°, ige Natriumjodidlésung. Die Lésung wird vor dem Versuch 
angesauert, so da die Saurekonzentration n 500 ist. 

Versuchsgefap. Das GefiB von der Form der Abb. 1 hat 
ein Gesamtvolumen von etwa 16 ccm und besitzt einen Kapillar- 
stopfen nach Warburg und Kubowitz*. Der 


; . ‘le ‘ 2um Marnormeter 
Kapillarstopfen ermdglicht es, das VersuchsgefaB A 


; | 
mit dem zu _ untersuchenden Gas zu durch- TF 


stroOmen, wahrend das GefiBS im Thermostaten 
bewegt wird. 
Der Hauptraum HR wird mit 2 ccm Lésung 1, 
der Anhang A mit 0,3 ccm Lésung 2 gefiillt. Der 
Einsatz bleibt leer. Ein Kontrollgefaf} wird wie 
das VersuchsgefaB beschickt und enthalt auBerdem 
im Einsatz 0,2 ccm 5°,,iger Kalilauge. Der Gasraum 
des zweiten GefaBes enthalt Luft. Dies Gefaf dient 
als Thermobarometer und zur Eliminierung der 
Druckanderungen, die beim Mischen der Jodid- und 
Permanganatloésung entstehen und die nicht Kohlen- 
siureabsorption sind. Diese Druckanderungen betragen fiir die an- 
gegebenen Bedingungen etwa 4,5 Millimeter der Bleiperchloratlésung. 
Zur Fillung des VersuchsgefaBes mit der zu untersuchenden 
Gasmischung wird das GefaiB mit seinem Manometer verbunden und 
mit geschlossenem Kapillarstopfen in den Thermostaten, der auf 
Zimmertemperatur steht, eingehangt. Dann leitet man von der Mano- 


meterkapillare aus das zu untersuchende Gas in das GefaB ein und dreht, 


wenn der Gasdruck im GefaB gestiegen ist, den Kapillarstopfen so, 
daB das eingeleitete Gas durch die Kapillare entweichen kann. Man 
laBt nun wahrend des Durchstrémens das GefaB etwa 15 Minuten lang 
schiitteln. Dann verschlieBt man zuerst den Kapillarstopfen, danach die 


1 Darstellung von cholsaurem Natrium: 8 g Cholalséure (Merck) werden 
in 10cem 2n wasseriger Natronlauge 50cem Alkohol unter Erwiirmen 
gelést. Das Natriumcholat wird durch Zusatz von Ather ausgefillt, ab 
genutscht und mit Ather gewaschen. 

2 O. Warburg und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 214, 7, 1929. 
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Gaszufuhr und schiittelt, bis der Druckausgleich beendet ist. Die Sperr- 
fliissigkeit stellt man so ein, daB der Meniskus im linken Manometer- 
schenkel méglichst hoch steht. Die Meniskushéhe im rechten Schenkel 
kann beliebig gewaihlt werden und ist nur bei den Ablesungen innerhalb 
eines Versuchs konstant zu halten. 

Nach Temperatur- und Druckausgleich notiert man den Mano- 
meterstand und spilt die Jodidlésung in den Hauptraum des Gefabes 
iiber. Dann schiittelt man wiederum im Thermostaten, bis die Kohlen- 
sure absorbiert ist. Bei schnellem Schiitteln (140 Schwingungen pro 
Minute) ist die Kohlensiureabsorption in 10 bis 20 Minuten beendet 
Ist A der nach dem Mischen aufgetretene und gemessene (korrigierte) 
Druck, P der Gesamtanfangsdruck im GefiB und d die Dampfspannung 
des Wassers iiber der Lésung, so enthalt das untersuchte Gasgemisch 
ae 100 Vol.°,, Kohlensaure. 

Mit der beschriebenen Anordnung kénnen Gasgemische, die zwischen 
0,1 und 10 Vol.-°,, Kohlensaure enthalten, analysiert werden. Betragt 
der Kohlensiiuregehalt weniger als 1 Vol.°,, so ist es zweckmaBig, die 
Versuchslésungen um das Dreifache zu verdiinnen. 


Beispiel. 
Zwei GefaiBe nach Abb. 1, gefiillt wie oben beschrieben. Gas 
5,05°,, CO, in Argon (Gasanalyse nach Haldane) .17,4°. Gesamt- 
anfangsdruck 760mm Hg (5000 mm Sperrfliissigkeit). 





Druckanderung 5 Minuten nach Mischen: 245,5 mm Sperrfliissigkeit 


7 10 ye sa se 248 ro 
- 15 es - ss 248 
9 20 be - om 248,5 
" ; 248,5 
Ergebnis: = - 100 5,07 Vol.-% COQg. 
5000 LOO s 
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i ber den Mechanismus der Farbenreaktion nach Salkowski auf 
Cholesterin. 
Von 
W. Nikolaew und Sophie Krastelewski. 


Aus dem chemischen Laboratorium der Akademie der Wissenschaften in 


Leningrad.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das Cholesterin gehért zu denjenigen Naturstoffen, welche mit 
anderen Substanzen mannigfaltige Farbenreaktionen geben. Zwei 
dieser Reaktionen, die eine nach Liebermann-Burchard mit Essig- 
saureanhydrid und Schwefelsdéure, die andere nach Salkowski mit kon- 
zentrierter Schwefelsaure, sind einer Reihe kolorimetrischer Unter- 
suchungsverfahren zur quantitativen Bestimmung des Cholesterins 
in tierischen Geweben und Organen zugrunde gelegt. Die Salkowski- 
Reaktion ist durch einfache Handhabung und hohe Empfindlichkeit 
ausgezeichnet. Sie besteht in der Einwirkung von Schwefelsiure 
vom spezifischen Gewicht 1,84 auf Cholesterinlésung in Chloroform 
zu gleichen Teilen. In der vorher durchgeschiittelten Mischung er- 
scheint die abgesetzte Chloroformschicht, je nach der Konzentration 
des Cholesterins, gelb oder rot getént. Die Reaktion ist empfindlich 
gegen die Einwirkung von Wasser, sie nimmt langsam zu bis zu 
ihrem Maximum, und ebenso allmahlich tritt Entfairbung der Chlo- 
roformschicht ein. Tempereturerhéhung beschleunigt den Ablauf der 
teaktion. 

Die eine ven uns! hat beim Studium der kolorimetrischen quanti- 
tativen Cholesterinbestimmung die Salkowski-Reaktion als besonders 
geeignet fiir praktisch-medizinische Zwecke schiatzen gelernt und dieselbe 
einer Kolorimeterkonstruktion zugrunde gelegt Die Bestimmung 
beruht hier auf dem Vergleich der gefarbten Chloroformschicht mit 
der Farbenskala des Apparats. Der Mechanismus der Farbenreaktion 
nach Salkowski war bis jetzt ratselhaft, und vorliegende Arbeit ver- 
folgt den Zweck, das Wesen dieser interessanten Erscheinung zu 
klaren 


1 Krastelewski, Wratschebnaja Gazeta Nr. 17 und 18, 1923; Nr. 3, 
1928; diese Zeitschr. 148, 403, 1923. 
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Alle Cholesterinformeln, sowohl die alteren (Berthelot', Mauthn: 
und Suida?) als auch die neueste (Windaus4), sprechen dafiir, dab e 
sich um einen einwertigen Alkohol handelt, der befahigt sein muti 
mit Sauren mannigfaltig komplizierte Ester zu bilden. Soweit solch: 
Ester bekannt sind, bieten der Stearin-, Palmitin- und Oleinester hohes 
medizinisches Interesse, weil der Gehalt des Blutes an diesen Stoffen 
und an Cholesterin tiberhaupt, fiir die Beurteilung mancher patholo 
gischer Zustiinde des Kérpers Anhaltspunkte gibt. DaB der Zusatz voi 
Chloroform und Schwefelsiure zum Cholesterin bei der Salkowshk 
Reaktion! eine mehr oder minder intensive Farbung, je nach der Kon 
zentration des Cholesterins, in den Ténen des roten Spektralanteils be 
wirkt, brachte uns auf die Vermutung, dai die Farbung auf der Bildung 
eines wenig stabilen schwefelsauren Cholesterinesters beruhe. Diese noc] 
unbekannte Verbindung nachzuweisen, war unser nachstes Ziel, und 
wir schlugen folgenden Weg ein. 

Da die Reaktion zwischen Cholesterin und Schwefelséiure nach 
der Gleichung ablaufen mub: 

C,,;H,,0H — H,80, = H,O + C,,H,,0HS8O,, 
so wurden iquivalente Mengen Cholesterin und konz. (95°,) H,SO, 
unter Korrektur fiir den Wassergehalt in besonderen Glaischen ab 
gewogen. Der Schwefelsiure wurden 5ccm trockenes (iiber Chlor 
calcium destilliertes) Chloroform zugesetzt und nach innigem Ver 
mischen die Lésung zu dem abgewogenen Cholesterin gegeben 
und bis zur Lésung des Cholesterins verriihrt. Nachdem das Material 





im Trockenschrank bei 50 bis 60° getrocknet war, wurde es im 
Exsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiure im Vakuum nach. 
getrocknet. Nach 2 bis 3 Tagen war das Praparat geniigend trocken 
und bildete eine briichige kristallinische, unter dem Mikroskop durch 
sichtig dunkelrot gefirbte Masse. Thr Schmelzpunkt lag bei 160° 

Um besseren Einblick in die kristallinische Struktur dieser Ver 
bindung zu gewinnen, lésten wir einige Kristalle des suppenierten 
schwefelsauren Cholesterinesters von neuem in wenig Chloroform mit 
nachfolgender Behandlung im Vakuum, um den Chloroformiiberschul 
zu entfernen. Dieses Mal erhielten wir eine dickfliissige, dunkelrote 
Lésung. Diese wurde in eine flache parallelwandige Kiivette gebracht 
und der Stopfen mit ParaffinverschluB versehen. Bei ungestérte: 
triage verlaufender Kristallisation traten, nach einigen Tagen in de! 
Lésung dunkelrote plattchenférmige Gebilde auf, bestehend aus schwefe! 
sauren Cholesterinesterkristallen. In Abb. 1 geben wir die mikro 


1 Berthelot, Ann. chim. phys. 56, 51, 1855. 
2 Mauthner und Suida, Monatsschr. f. Chem. 15, 87, 1894. 
3 Windaus, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 36, 3752, 1903. 
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photographischen Aufnahmen derselben Sowohl die Lésung wie 


auch die ausgefallenen Kristalle sind von derselben (roten) Farbe, wie 
am Mikrophotogramm zu sehen ist, und die Durchsichtigkeit der héher 
liegenden Kristallplittchen ist so vollkommen, da®B die darunter- 
liegendep Kristalle sichtbar sind (Abb. 1). 





Abb, 1. 


Um tiberzeugend nachzuweisen, daB der Cholesterin-schwefelsaure- 
ester tatsachlich existiert, und um seine Eigenschaften anndhernd zu 
bestimmen, wurde das Schmelzdiagramm des biniren Cholesterin 
Schwefelsaure-systems aufgenommen. Auf je 1 g Cholesterin wurde in 
der angegebenen Weise Schwefelsiure in verschieden groBer Menge abge- 
wogen. Beide Substanzen wurden in 4 bis 5ccem Chloroform geléist. 
vermischt, im Vakuumexsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiure 
(D = 1,84) getrocknet und darauf mit der Kapillarmethode oder mit 
Thermopaar (Kupfer-Konstantan) und Millivoltmeter der Schmelz- 
punkt der Praparate mit folgendem Ergebnis bestimmt: 


System: C,,H,,0H—H,SQ,. 





Nr. oon eer ia 
0 148 Reines Cholesterin 

2 10.0 149 

3 16.66 150 Isomorphe Mischungen 

. 37.5 14 

a) 45.47 157 

6 59.0 160 Schwefels.-Cholesterinester 
7 55.5 120 

8 100 11* Wasserfreie Schwefelsiure 


* Nach Landolt 
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Auf der ganzen Strecke von 0 bis 50°, Schwefelsiiure (abgerechnet 
den Anfangs- und Endpunkt) wurde dieselbe Erscheinung beobachtet 
das Praparat wurde zuerst weich und darauf begann es allmahlich und 
langsam zu schmelzen, bis dieser Vorgang bei den angegebenen Tem 
peraturen abgelaufen war. Wir haben es hier mit dem ersten Schmelz.- 
typus nach Rozeboom zu tun, entsprechend dem festen Losungszustand 
beider Komponenten A und B. In Abb. 2 sind nur die Liquiduspunkte 
eingetragen, weil fiir den Beginn des Schmelzens die Temperatut 
nicht festgestellt und daher die Solidustemperatur nicht bestimmt 
werden konnte. Diese Temperaturen sind alle verschieden und jeden- 
falls betrachtlich niedriger als die Liquidustemperatur. 

Auch bei mikroskopischer Betrachtung erscheinen alle in’ der 
Tabelle angefiihrten Praparate einheitlich in ihrer Struktur (sofern sie 
vor Luftfeuchtigkeit geschiitzt waren). 

Der Punkt A (s. Abb. 2) fiir das Maximum der Schmelzkurve 
ist ein weiterer Beweis fiir die Existenz des Schwefelsiure-Cholesterin- 


esters. 





_—_S~ 





10 on 
—> mol % hha, 


Abb. 2 


Die Entstehung des genannten Esters aus seinen Komponenten 
beruht auf langsam verlaufender Reaktion. Eine Lésung von 1 g 
Cholesterin mit dem entsprechenden Aquivalent Schwefelsiure ()— 1.84 
in 12cem trockenen Chloroforms nimmt beim Stehen (Zimmertemperatul 
rasch Gelbfarbung an, aber erst nach 24 Stunden geht die Farbe in 
Dunkelrot tiber. Erwiarmen beschleunigt die Reaktion, und die Rot 
firbung tritt schneller ein. Uber den Mechanismus dieser Firbung 


mégen folgende Erwagungen Platz finden. Da sowohl die durch 
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sichtigen Kristalle des schwefelsauren Cholesterinesters wie auch die 
Chloroformlésung dieses Esters die gleiche Farbe haben, und da Chloro- 
form kein Elektrolyt ist, so ist es schwer, die Farbung der Loésung anders 
zu erklaren als mit der Annahme, daB Estermolekiile als solche, ohne 
in lonen dissoziiert zu sein, in die Loésung iibergegangen sind 

Der vorliegende Fall ist ein Beispiel dafiir, wie eine Substanz im 
festen und gelésten Zustand die gleichen Eigenschaften entwickelt 
(Haltbarkeit der Farbe und hydrolytisches Verhalten gegen Wasser) 

Auch im weiteren Verhalten entspricht dieser Ester den Er- 
scheinungen der Salkowskischen Farbenreaktion Diese Reaktion 
gelingt nur bei Verwendung starker Schwefelsiure, und auch dann ver- 
blaBt die Farbung bei langerem Stehen, um spater ganz zu schwinden 
Unverkennbar ist hier die Beeinflussung der Farbung durch das selbst 
sehr starker Schwefelsiure anhaftende Wasser. In gleicher Weise 
entfarben sich allmahlich auch die Kristalle des Schwefelsiure-Chole- 
sterinesters, sofern sie Luftzutritt ausgesetzt sind. und dann beginnt 
im mikroskopischen Bilde farbloses Cholesterin aufzutreten als Produkt 
der Hydrolyse. Wird das Priiparat, nachdem die Entfarbung eingesetzt 


hat, nochmals getrocknet, so kehrt die Farbung zuriick. Die hydro- 


lytische Wirkung des Wassers auf den komplizierten Cholesterinester 
geht noch deutlicher aus folgendem Versuch hervor. 0,386 g Cholesterin 
und 0,098 g Schwefelsaure (&quivalent) wurden in 4 ccm Chloroform 
gelést. Der entstandene kristallinische schwefelsaure Cholesterinester, 
in der angegebenen Weise getrocknet, wurde unter Glasstopfenverschlub 
mit einigen Kubikzentimetern destillierten Wassers versetzt. Beim 
Stehen konnte das Verblassen der Esterkristalle beobachtet werden. 
Nach zwei Tagen wurde die wisserige Lésung von der gelben 
Masse abgehebert und auf Schwefelsiure untersucht. Diese wurde zu 
0.052 ¢ bestimmt, d. h. der schwefelsaure Cholesterinester war in 2 Tagen 
etwa zur Halfte hydrolysiert. Wiederholter Zusatz von Wasser fiihrte 
zu weiterer, wenn auch nur ganz langsam fortschreitender Hydro- 
lysierung. Der aus dem Glase herausgenommene, nachgetrocknete 
Satz enthielt bei mikroskopischer Betrachtung neben gelblich, orange 
und rot geténten auch farblose Cholesterinplattchen. 

Es ist somit méglich, die langsam zunehmende Farbung bei der 
Cholesterinreaktion und ihr nachfolgendes Schwinden auf den Wettbe- 
werb zwischen zwei entgegengesetzten, mit verschiedener Geschwindig- 
keit ablaufenden Vorgangen zuriickzufiihren: Einerseits ist es die relatiy 
rasch vor sich gehende Bildung des schwefelsauren Cholesterinesters in 
der Chloroformlésung, andererseits die triage verlaufende Zersetzung 
dieses Esters in die Komponenten durch das bei der Reaktion anwesende 
Wasser. Es war zu erwarten, da} Entziehung des Wassers (durch 
Vermeiden eines Uberschusses an Schwefelsiiure) auf den Farbenton 
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der Reaktion sattigend und stabilisierend einwirken miisse. Diese 
Erwartung ist durch den Versuch bestatigt. 

Zwenger' hat zuerst bei direkter Einwirkung von konzentriertet 
Schwefelsiiure unter Erhitzen auf Cholesterin (ungelést) aus demselben 
die Entstehung der drei Cholesterilene a, £, y (Kohlenwasserstoffe) 
beobachtet, wobei das isolierte #-Cholesterilen mit konzentriertet 
Schwefelsiure Rotfairbung gab. 

In der Tat wird durch starke Schwefelsiure (D 1.84) unter 
Erhitzen dieser Alkohol zerlegt, indem er in einen Kohlenwasserstoff 
iibergefiihrt wird. Die Tiefenwirkung erwirmter konzentrierter Schwefel- 
siure auf kristallinisches Cholesterin kann ebensowenig auffallen wie die 
Farbenreaktion des 6-Cholesterilens unter Schwefelsiurewirkung. Das 
haben auch wir beobachtet. jedoch diese Farbung ist die Folge eines 
Prozesses, welcher als Verharzung anzusprechen ist Nach einiger 
Zeit nimmt das f-Cholesterilen ganz dunkle, fast schwarze Farbung an, 
und die verharzte Substanz zeigt bei mikroskopischer Betrachtung 
keine kristallinische Struktur. Auch chemisch laBt sich leicht vor- 
stellen, was fiir eine Verbindung aus der Einwirkung von Schwefelsaure 
auf einen Kohlenwasserstoff (Cholesterilen) resultieren mub 

Zutreffender wire die Auffassung, dab zuniichst, solange die 
Schwefelsiurewirkung infolge der Verdiinnung mit Chloroform noch 
schwach ist, sich nicht Cholesterilen bildet, sondern das erste Produkt 
der chemischen Wechselwirkung von Schwefelsaure und Cholesterin, 
in seiner Kigenschaft als Alkohol, und zwar der Schwefelsiureester 


des Cholesterins. 


Zunichst war uns die Altere Arbeit von J.A. Mandel und 
('. Neuberg?: ,,Darstellung einer scvmnolschwefelsiureartigen Substanz, 
Cholesterinschwefelsiure entgangen. Diesen Autoren ist die Dar- 
stellung der reinen Kalium-, Natrium- und Ammoniumsalze der 
Cholesterinschwefelsiure gelungen. Die von ihnen ausgefiihrte Sul 
furylierung geschah gemifs der Umsetzung: C,,H,,.QH + Cl.SO,H 

HCl + C,,H,;.0.SO,H. Mandel und Neuberg zeigten auch, dal 
die freie Cholesterin-schwefelsiure eine gewisse Bestindigkeit besitzt 
und die Salkowskische Reaktion gibt; wir fiigen hinzu, dal dieser 
Ester auch bei der iiblichen Anstellung der Salkowski-Reaktion entsteht 


1 Ann. d. Chem. u. Pharm. 66 (5), 69 bis 347, 1848. 
2 J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71 186, 1915. 
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Wasserstoff und die Buttersiuregiirung. 


Von 
P. Eliasberg. 


(Aus dem Laboratorium fiir Biochemie und Ptlanzenphysiologie det 
Akademie der Wissenschaften, Leningrad, U. d. S. S. R.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1930.) 


Die Dehydrierung der bei der Buttersiuregirung auftretenden 
Substanzen wird von der Ausscheidung gasférmigen Wasserstoffs 
begleitet. Da der frei werdende Wasserstoff im aktiven Zustande er- 
scheint, so ware ein Zusammenhang zwischen dem Dehydrierungs- 
vorgang und den Reduktionsreaktionen, die bei dieser Garung statt- 
finden, zu vermuten. Man kann annehmen, daB ein Teil des Wasserstoffs 
in statu nascendi mit den Zwischenprodukten reagiert und sie in Form 
von reduzierten Stoffen fixiert. Soleche Reduktionen miBten an- 


scheinend sehr leicht verlaufen, da sich die Zwischenprodukte im 


aktiven Zustande befinden' und selbst als energische Wasserstoff- 
akzeptoren dienen miiBten. Dennoch liBt sich diese Voraussetzung 
schwer mit den Tatsachen in Einklang bringen. Bei einem derartigen 
Reduktionsmechanismus, der einem Abfangen der Zwischenprodukte 
durch zugefiigte Stoffe analog ist, miBte der Prozentgehalt der redu- 
zierten Stoffe nur innerhalb enger Grenzen schwanken. Tatsachlich 
aber wird der vergorene Zucker manchmal zu 10°,, oder einem Viel- 
fachen in reduzierte Stoffe (Butylalkohol) umgewandelt, manchmal 
aber unterbleibt fast ganzlich die Reduktion, wobei die Alkoholausbeute 
von den Eigenschaften der die Butterséuregdrung hervorrufenden 
Bakterien abhangt ?. 


' (', Neuberg, diese Zeitschr. 51, 502, 1913; 100, 293, 1919; 180, 477, 
1927; C. Neuberg und EF. Simon, ebendaselbst 156, 378, 1925. 

2 Um die Schwankungen der prozentualen Ausbeute an Alkohol mit 
der Voraussetzung einer Reduktion der Zwischenprodukte durch freien 
Wasserstoff in Ubereinstimmung zu bringen, miiBte man annehmen, da 
in verschiedenen Fallen die Zwischenprodukte und der Wasserstoff nicht 
die gleiche Aktivitaét besitzen, oder daB die Zwischenprodukte manchmal 
ihre weitere Umwandlung verzégern, sich im Medium ansammeln und der 
Reduktion durch den ununterbrochen entstehenden Wasserstoff unterliegen. 


17* 
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AuBerdem sind Faille bekannt, in denen die Umwandlung de 
Zuckers in Alkohol, durch die Wirkung derselben Buttersdéurebakterie: 
hervorgerufen, nicht von einem Sinken der Ausbeute an gasférmigen 
Wasserstoff begleitet wird, sondern selbst als Quelle seiner Bildung 
dient. Eine derartige Umwandlung (des Zuckers in Butylalkoho! 
findet bei der Aceton-Butylgaérung statt!. Bei dieser Garung findet 
wie bei der Buttersiuregirung, eine Dehydrierung statt, und es wird 
auch aktiver Wasserstoff gebildet. Letzterer reagiert jedoch nicht mit 
den Zwischenprodukten, verliert aber seinen Energievorrat und wird 
gasfoérmig ausgeschieden. Der Vergleich der Ausbeute an Alkohol und 
Aceton gibt AnlaB zu der Annahme, dab beide Stoffe infolge einer Oxydo- 
reduktion gebildet werden, bei der die Dehydrierung des Wasserstoff- 
donators unmittelbar und untrennbar mit der Hydrierung des Wasser- 
stoffakzeptors verbunden ist?. Derartige Reaktionen verlaufen ohne 
Zwischenbildung von freiem Wasserstoff, und deswegen kénnen sic 
auch niemals von der Ausscheidung dieses Gases begleitet werden 

Die Bildung von Butylalkohol bei der Aceton-Butylgérung hat 
also mit der Reduktion von Zwischenprodukten durch nascierenden 
Wasserstoff nichts zu tun. LaBt sich aber dieses auch von der Bildung 
des Butylalkohols als Nebenprodukt bei der Buttersiuregdrung sagen ‘ 
Beim Vergleich der qualitativen Zusammensetzung der Produkte 
beider Garungen ergibt sich, dab in beiden Fallen dieselben Stoffe 
(Buttersiure, Essigsiure, Kohlensiure, Butylalkohol und Wasserstoff 
gebildet werden. Was das Aceton anbetrifft, so ist nach Schoen*® gegen- 
wirtig kein glaubwiirdiger Fall bekannt, bei dem die Bildung von 
Butylalkohol nicht von dem Auftreten dieses Ketons begleitet wirde. 
Es unterscheiden sich also beide Garungen voneinander nur dadurch, 
daB die Hauptprodukte der einen als Nebenprodukte bei der zweiten 
erscheinen. In einer Reihe von Fallen’ gehen die beiden Arten des 
Zuckerumsatzes gleichzeitig vonstatten, und verschiedene Bakterien 
lassen, je nach den Bedingungen, die eine oder die zweite Richtung 
mehr oder weniger tiberwiegen. 

1 Die Buttersiuregirung und die Aceton-Butylgdérung werden von 
denselben Bakterien hervorgerufen, die je nach der Reaktion des Mediums 
die Kohlenhydrate entweder in Buttersiure oder in Butylalkohol um 
wandeln. Die Hauptprodukte der Aceton-Butylgarung — Butylalkohol und 
Aceton werden im Volumenverhiltnis 2: 1 gebildet. Das Gemisch vor 
(iasen, die sich bei der Garung ausscheiden, besteht aus Wasserstoff (45°, 
und Kohlenséure (55%). Bei der Gegeniiberstellung der Ausbeute diese: 
vier Produkte laBt sich ohne weiteres schlieBen, daB in diesem Falle di: 
Umwandlung der Kohlenhydrate in Alkohol von der Ausscheidung ga- 
férmigen Wasserstoffs begleitet wird. 

2 Vgl. M. Schoen, Le probléme des fermentations 1926. 

3 Derselbe, Fortschr. d. biolog. Chem. 5, 161, 1927 (russisch). 

4 A. Berthelot und Mlle. Ossart, C. r. Ac. des Sciences 173, 792, 1921. 
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Die Tatsachen geben also keinerlei Veranlassung, einen Unterschied 
zwischen dem Mechanismus der Reduktionsprozesse bei diesen Garungen 
und der Reduktion der Zwischenprodukte durch nascierenden Wasser- 
stoff bei der Buttersiuregérung anzunehmen. 

Bis in die letzte Zeit hinein herrschte die Meinung, daB die Um- 
wandlung von Zucker in Butylalkohol immer nach folgender Gleichung 
verlauft: C,H,.O, = C,H,,0 + 2CO, + H,O. 

Nach der Entdeckung der Aceton-Butylgérung muBte man auf eine 
solche Vorstellung verzichten. Sollte jedoch in manchen Fallen die 
Butylalkoholbildung tatsachlich nach dieser Gleichung verlaufen!, so 
wiirde damit nur bewiesen, daB Butylalkohol (gleich dem Athylalkohol 
bei der Alkoholgarung) bei einer Reduktion, die von der Ausscheidung 
freien Wasserstoffs nicht begleitet wird, gebildet werden kann. Ist es 
aber der freie Wasserstoff gewesen, der in statu nascendi bestimmte 
Zwischenprodukte reduzierte? Obige Gleichung kann les weder be- 
weisen noch widerlegen, das Butylalkohol infolge solch einer Oxydo- 
reduktion, die von der Bildung des freien Wasserstoffs nicht be- 
gleitet war?, zustande kam. 

Manchmal entstehen aus dem vergirenden Kohlenhydrat beinahe 
gar keine Reduktionsprodukte, obwohl Wasserstoff reichlich aus- 
geschieden wird. Auch in diesen Fallen gibt es keinen Beweis, daB die 
reduzierten Nebenprodukte durch den nascierenden Wasserstoff ge- 
bildet wurden. Es ist méglich, daB solch eine Reduktion iiberhaupt 
nicht zustande kommt, um so mehr, da weder Zwischenprodukte noch 
aktiver Wasserstoff (der auch als Zwischenprodukt betrachtet werden 
kann) sich im Medium ansammeln. Sollte die niedrige Konzentration 
der Zwischenprodukte und des aktiven Wasserstoffs die Ursache des 
Mangels an einer Reduktion sein, so ware zu erwarten, daB, wenn man 
die Garung unter einer erhéhten Konzentration von ziemlich aktivem 
Wasserstoff verlaufen laBt, die Zwischenprodukte reduziert werden 
kénnten. 

Um diese SchluBfolgerung zu priifen, lieB ich die Buttersdure- 
girung unter folgenden Bedingungen verlaufen: 1. In Gegenwart 

' Beyerinck charakterisierte und bezeichnete als Granulobacter poly- 
myxa diejenigen Bakterien, die den Zucker in Butylalkohol und Kohlensaure 
umwandeln, dabei aber keinen gasf6rmigen Wasserstoff ausscheiden und 
keine Butterséure bilden. EF. Duclaux, Traité de Microbiologie 4, 193, 1901. 


2 Nach Faworsky kommen derartige Oxydations-reduktionsreaktionen 
dadurch zustande, daB eine intramolekulare Umgruppierung stattfindet, 
der die Bindung des Wasserstoffdonators mit seinem Akzeptor vorher- 
geht. Die Umgruppierung wird von einem Zerfall in oxydierte und redu- 
zierte Stoffe begleitet. Journ. d. Russ. Phys.-Chem. Ces. 60, 369, 1928 
(russisch), 
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eines Uberschusses an Wasserstoff in statu nascendi: 2. in Gegenwart 
von katalytisch aktiviertem Wasserstoff; 3. in einer Atmosphare voi 
komprimiertem Wasserstoff. In der ersten Versuchsserie wurde ein 
UberschuB an nascierendem Wasserstoff im garenden Medium durch 
Auflésung der Metalle Mg, Fe und Zn in den Sauren, die wahrend de: 
Garung gebildet wurden, erreicht. Eine derartige ,,metallische’’ Garung 
kann im Falle der Bildung von Butterséure durch folgende Gleichung 
ausgedriickt werden: 2 C,H,.O, + Me (C,H,O,).Me + 4CO,+ 5 H, 
Die Versuche wurden unter sterilen Bedingungen auf Salzlosung nach 
Winogradsky unter Zusatz von Glucose (2",,) und Bierwiirze (bis zu 
Konzentration 5,5° Bl.) angestellt. Anstatt Kreide, die sonst der 
Neutralisation der bei der Garung gebildeten Sauren wegen Anwendung 
findet, wurde in diesen Versuchen fein gepulvertes, gesondert sterilisiertes 
Metall zugefiigt. 250 ccm Nahrlésung wurden mit 5 ccm einer reinen 
girenden Kultur von Clostridium Pasteurianum geimpft. Die Versuche 
dauerten eine Woche bei 30°C. Obwohl ein Uberschu8 an Wasserstoff 
in statu nascendi! vorhanden war, wurde die Ausbeute an Alkohol! 
im Vergleich zu den Kontrollportionen nicht erhéht. Sogar in Gegen- 
wart von Aluminiumamalgam, das Wasser energisch zersetzte, gelang 
es nicht, bei der Garung die erwiinschten Resultate zu erreichen. In 
den Versuchen mit Aluminiumamalgam wie auch in allen folgenden 
wurde ein Kreideiiberschu8 zugefiigt und auf diese Weise der Einflub 
des sauren Mediums, das eine erhéhte Alkoholproduktion verursachen 
konnte, ganzlich ausgeschlossen. 


Da die Reduktion der Zwischenprodukte der Garung durch Wasser- 
stoff in statu nascendi nicht erzielt wurde, ging ich zum katalytisch 


1 Das Gemisch von bei der Garung mit Mg ausgeschiedenen Gasen wat 
von wechselnder Zusammensetzung. Am Anfang wurde beinahe reine! 
Wasserstoff ausgeschieden. Danach sank sein (iehalt im Gasgemisch. 
und weiter hielt das Verhaltnis H,:CO, auf der Héhe von etwa 2 
an. Der Wasserstoffiiberschu8 in diesem Falle kann teilweise dadurch 
erklart werden, daB Mg den Wasserstoff nicht nur aus Sauren, sondern 
auch aus Wasser (Mg + H,O = Mg(OH), + H,) verdringte. AuBerdem 
absorbierte Mg(OH), das Garungskohlendioxyd, was auch den Prozent 
gehalt des Wasserstoffs erhéhen muBte. Auf Zn fand die Entwicklung von 
Clostridium nicht immer statt, doch in manchen Fallen verlief die Garung 
ziemlich energisch. Nach Beendigung der Garung auf Mg und Fe erwies 
sich das Medium als lackmusneutral, und in der vergorenen Fliissigkeit 
konnten leicht Ionen von Mg” und Fe” und fiir diese Caérung charakte 
ristische Sauren nachgewiesen werden. Nach Beendigung der Garung aut 
Zn erwies sich das Medium als sauer. Das Alkoholdestillat enthielt in allen 
Versuchen 20 bis 40 mg Alkohol und gab in der Kalte die Jodoformreaktion 
(Aceton?). Die Quantitat an fliichtigen Sauren, ausgedriickt in Kubik- 
zentimeter n/10 Lésung, betrug in den Versuchen mit Mg 170 bis 150 ccm, 
mit Fe 150 bis 120 cem und mit Zn 98 bis 80 ccm. 
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Wasserstoff und die Butters&éuregarung. 2H3 


iktivierten Wasserstoff tiber. Beschrankt in der Wahl des Katalysators 
infolge von Komplikationen, welche die Arbeit mit Mikroorganismen 
hervorruft, wandte ich die Platin- und Palladiumpraparate nach Paal! 
und Skita® an. Diese Katalysatoren, die durch Schutzkolloide in Losung 
vehalten werden, sichern den Kontakt von Bakterien mit aktivem 
Wasserstoff. Nach der Methode von Skita hergestellt, bleiben sie aktiv 
im neutralen und sauren Medium, obwohl sie geeigneter fiir Versuche 
mit thermophilen Bakterien sind, denn in einer Reihe von Fallen sind 
sie erst von etwa 60°C an wirksam?. Die Metalle wurden der Kultur 
von Clostridium Pasteurianum, die Glucose im Wasserstoffstrom bei 
30°C vergor, zugefiigt. Diese Versuche gaben keine bestimmten 
Resultate. Im giarenden Medium bildeten die Metalle einen Nieder- 
schlag, wobei sie die Aktivitat verloren4. 
| 

Ein anderes Bild kam zum Vorschein bei den Garungen, die in kom 
primiertem Wasserstoff bis zu einigen Atmospharen Druck verliefen. Die 
Versuche wurden mit Clostridium Pasteurianum und zwei ihm verwandten 
Formen von Amylobacter (Fixatoren des atmospharischen Stickstoffs), 
die in den Versuchsprotokollen als Nr. 1, 2, 3 bezeichnet werden, angestellt. 
Diese Bakterien, aus den Béden von Leningrad und der Krim isoliert, 
wurden mir aus dem Laboratorium des verstorbenen Akad. Omelianski 
von Dr. Ulrich und aus dem Mikrobiologischen Laboratorium des Instituts 
fiir experimentelle Landwirtschaft von Dr. Schulgine zur Verfiigung gestellt. 
Ich benutze die Gelegenheit, um beiden meinen Dank auszudriicken. 

Als Nahrsubstrat diente die Salzlésung nach Winogradsky mit Glucose 
bis 2°.) und Bierwiirze, derart berechnet, daB die Gesamtkonzentration 
der Lésung 5 bis 5,5° Bl. betrug. Das CefaB mit 150 cem Lésung wurde 
mit 5g Kreide sterilisiert und nach dem Impfen mit 6ccm einer reinen 
garenden Kultur auf 7 Tage bei 30°C in einen dickwandigen stahlernen 
Autoklaven gebracht. Nachdem das GefaB eingestellt war, wurde 
komprimierter reiner Wasserstoff in den Autoklaven eingepreBt. Kontroll- 
portionen kamen in einen Exsikkator mit alkalischer Pyrogallollésung, 
der mit einem QuecksilberverschluB versehen war. Die vergorene Fliissigkeit 
wurde destilliert und im neutralen Destillat Alkohol durch Titration mit 
Kaliumbichromat nach der etwas modifizierten Methode von Niclouas 
bestimmt. Die Ergebnisse der Titration wurden auf Butylalkohol als 
Hauptprodukt des Destillats umgerechnet. 


1 C. Paal, Ber. d. Chem. Ges. 35, 2195, 1902; C. Paal und C. Amberger, 
ebendaselbst 37, 124, 1904. 

* A. Skita und W. Meyer, ebendaselbst 45, 3579, 1912. 

3 W. Huckel, Katalyse mit kolloiden Metallen 1927. 

4 Die Bakterien gingen nicht infolge der Zufiigung dieser Metalle 
zugrunde, sie wurden von den Teilchen des Platinniederschlags absorbiert 
und setzten die Vergairung des Zuckers fort. Infolge mancher Ursachen 
konnten diese Versuche nicht bis zu Ende durchgefiihrt werden. Es blieb 
noch als Schutzkolloid die Gelatine, die besonders bequem fiir Versuche 
mit Mikroorganismen ist, zum Untersuchen. Die Leistung thermophiler 
Bakterien wurde ebenfalls nicht untersucht. 











~64 P. Eliasherg: 


In einigen Versuchen fand auBerdem noch die stalagmometrische Be 
stimmung des Alkohols statt. Die fliichtigen Sauren wurden mit Wasse1 
dampf destilliert, durch Titration bestimmt und auf Buttersiure wn 
gerechnet. 


Titration des Butylalkohols mit Kaliumbichromat. 


Durch die Wirkung des Chromséuregemisches wird der Butylalkoho 
zu Buttersiure oxydiert, die teilweise ebenfalls oxydiert wird. Die zweit: 
Reaktion verlauft langsamer als die erste. Nachdem die ungefahre Bi 
chromatmenge, die zur raschen Oxydation von 5cem_ Versuchslésung 
notig war, festgestellt war, fiigte ich zu drei Portionen Alkohol auf 0,1 cen 
steigende Mengen von Bichromat hinzu, wonach zu allen drei Proben }: 
10 eem konzentrierte Schwefelséure zugegossen wurde. Bei der Vermischuny 
mit Saure bekamen die Portionen mit ungeniigender Menge von Bichromat 
momentan eine blaue Farbe, beim Uberschu8 von Bichromat anfangs ein 
gelblichgriine Farbe, die je nach dem Grad des Uberschusses rasch ode 
langsam in eine blaugriine iiberging. Die Alkoholmenge wurde nach der 
maximalen Zahl von Kubikzentimetern Bichromat, die eine momenta: 
Blaufarbung verursachte, berechnet. Von gewogenen Proben chemisc}: 
reinen Butylalkohols ausgehend, stellte ich fest, daB unter diesen Be 
dingungen | cem Kaliumbichromat (19g Bichromat auf | Liter Losung 
4,85 mg Alkohol entspricht. Die Konzentration des titrierbaren Alkoho!s 
wurde derart gewahlt, daB fiir 5cem Alkohollésung nicht mehr als 2 und 
nicht weniger als 1cem Bichromat verbraucht werden. Im allgemeinen 
wurde der Alkohol nach der Methode von Nicloux bestimmt, nur mit der 
Modifikation; daB man die Schwefelsiure erst hinzufiigte, nachdem in dix 
Alkohollésung eine bestimmte Menge Bichromat eingetragen worden wai 
Die Erwarmung erfolgte durch ZugieBen von 10 cem konzentrierter Schwete! 
siure. Die maximale Menge von Bichromat (zugefiigt zu 5cem Alkoho! 
l6sung), die ein momentanes Erscheinen der blauen Farbe beim Hinzufiige: 
von 10ccm konzentrierter Schwefelsiure verursachte, multipliziert mit 
4,85, driickt das Gewicht in Milligramm Butylalkohol in 5 cem Lésung aus 





Verbraucht 
K2 Cr, 0; 


. iir 5 ce Berechnet Gefunden 
Butylalkohol Alkoholliésung heidaieene cieamnet Butylalkohol 

g cem ecm cem £ 
0,59 1000 0,6 0,6 0,582 
0,462 250 2,1 1,9 0,509 
0,462 625 0,7 0,76 0,424 
1,21 1000 1,4 1,25 1,36 
1,21 2000 0.6 0,62 1,16 
1,26 1090 1,3 1,3 1,26 


Versuche mit Wasserstoff unter Druck. 


Die unten angegebenen Werte zeigen, daB bei der Buttersaure- 
girung, die in komprimiertem Wasserstoff verlief, der Zerfall von 
Zucker zur Bildung von Reduktionsprodukten, zu Alkohol fihrte 
Die Ausbeute an Alkohol im Vergleich zu den Kontrollportionen 
wurde auf das Sieben- bis Achtfache erhéht. Gleichzeitig mit dem 
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Steigen der Alkoholmenge fand ein Sinken des Gesamtgehalts an 
fliichtigen Saéuren statt; auf solche Weise wurde die relative Ausbeute 
an Alkohol, die als Beweis der Intensitét des Reduktionsprozesses 
dienen kann, im Vergleich zu den Kontrollportionen auf das 15- bis 
20fache erhdht. 





Gebildet 
Nr. des Nr. von Wasserstoff- 


Butter- Butyl- B oho re 
Versuchs Clostridium tiberdruck pr En alee — 
Atm g mg Buttersiiure 
{1 1 0 1,53 50 3 
2 l 0 1,39 5) 4 
l3 l 65 0.45 IS) 60 / 
4 2 0 1,23 40) 3 
a 9 an ‘ Schwefelwasserstoff 
\” ~ 0 1,36 40 3 vorhanden 
9 , or - Starke Reaktion 
6 9 100 0.51 350 10 auf HyS 
in 9 » or Schwefelwasserstoff 
}é F v 0,95 ec 4 vorhanden 
lx 9 > ~ ‘ 4 Starke Reaktion 
2 80 0,54 430 80) auf HyS 


Die Klammern verbinden Parallelversuche. 


Das Alkoholdestillat im Versuch 8 wurde durch Kochen mit Chrom- 
siuregemisch oxydiert!. Die dabei gebildeten Sauren wurden mit 
Wasserdampf abdestilliert, mit Natriumhydroxyd neutralisiert, kon- 
zentriert und mit Silbernitrat ausgefallt. Die Analyse gab folgende 
Resultate : 

0.2732 g Silbersalze gaben 

Silber in Grammen. ......... 06,156) 
Buper im Propemten ........ . 57,34 


~- « 


Berechnet fiir Silberbutyrat 55,36°,,. 


Da bei der Oxydation der Alkoholfraktion hauptsichlich Butter- 
siure gebildet wurde, so enthielt das urspriingliche Destillat haupt- 
sichlich Butylalkohol?. 

In den Versuchsportionen wurde Schwefelwasserstoff (aus MgSO, 
der Nahrlésung gebildet) nachgewiesen. 

Zweifellos stellen Alkohol und Schwefelwasserstoff Reduktions- 
produkte dar. Thre Bildung kann nicht dadurch erklirt werden, dab 


' B. Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 11, 1910; 
H. Pringsheim, Centralbl. f. Bakt. (11) 15, 318, 1905. 

2 Beim Kochen mit Chromsiuregemisch wird Buttersiiure teilweise 
zu Kohlensiure und Essigsiiture oxydiert. Daher wird sogar reiner Butyl- 


alkohol zu Buttersiure, die durch Essigsiiure verunreinigt ist, oxydiert. 
Siehe Beilstein, Handb. d. organ. Chem. 2, 268, 1920. 
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komprimierter Wasserstoff, unabhangig von den Bakterien, die Butte: 
siure (oder ihr Salz) und die schwefelsauren Salze der Nahrlésung 
reduzierte. In Versuchen unter denselben Bedingungen, jedoch ohi 
Bakterien, fand eine derartige Reduktion nicht statt. 





Gebildet 


Mit Bichromat 





Zugefiigt Wasserstoff- titrierbare Stoffe - = 
zur Nahrlisung iiberdruck Hos auf Butylalkohol (omeage 
a berechnet 

Atm. mg 

1g Buttersiure . . . 125 0 s Die N&hrlisung 

enthielt keine 

1g buttersaurer Kalk Kreide. 

und 5g Kreide . 120 0 5 


Versuchsdauer 7 Tage bei 30°C. 


Das Destillat aus dem neutralen Medium enthielt so wenig mit Bi 


chromat titrierbare Stoffe, daB es unméglich ist, irgend etwas iiber ihre 


Natur zu auBern. Die angegebenen Werte zeigen nur, dab sich im 
Destillat irgendwelche oxydierbare Stoffe befanden, die, auf Buty]. 
alkohol umgerechnet, einem Gehalt von 3 bis 5 mg entsprachen. 


Um die Bildung von Schwefelwasserstoff zu vermeiden, wurde 


das Nahrsubstrat modifiziert und Versuche mit Kulturen auf 2°, 
Glucose mit Bierwiirze bis 5° Bl. (ohne Eintragen von Salzen) angestellt. 
Auf solcher Lésung in Gegenwart von Kreide vergiart Clostridium den 
Zucker und entwickelt sich nicht schlechter als in Gegenwart von 
Salzen. Die Ausbeute an Schwefelwasserstoff sinkt bis zu Spuren herab). 

Alle folgenden Versuche wurden auf Kieselsiuregallerte angestellt, 
die mit oben erwahnter Lésung getrankt und mit Kreide reichlich 
iiberschiittet wurde. Auf diesem Substrat bei atmospharischem Druck 
wird die Garung meistenteils von einer sehr niedrigen Alkoholausbeute 
begleitet und verlauft intensiver als im fliissigen Medium. 





Gebildet 


Nr. des Nr. von ital ~ a ’ 
Versuchs Clostridium Nuhrboden Buttersiure Butylalkohol pees yoy 
g mg Buttersiurs 
st] 1 fliissig 1,03 30 3 
(10 l fest 2,75 20 0,6 
ji 2 fliissig 1,12 45 4 
\12 2 fest 1,53 10 0,7 


Die Vergarung des Zuckers auf festem Nahrboden in komprimiertem 
Wasserstoff wird von einer erhéhten Alkoholausbeute begleitet, die auf 
Kosten der Saiuren gebildet wird. 
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Gebildet 


Nr. des Nr. von Wasserstoff- Butvlalkohol 
Versuchs Clostridium iiberdruck Buttersaure Butvlalkohol - rong 
auf 1000 Teile 
Atm. g my Buttersiure 
{13 3 0 1.62 12 0.7 
\14 3 100 0.65 380 58 
(15 3 0 1.53 15 l 
116 3 SO 0.75 400 53 


Die fliichtigen Saéuren aus den Versuchen 14 tnd 16° und 
zwei ahnlichen wurden vereinigt und zusammen analysiert. Sie 
stellten ein Gemisch von Butter- und Essigsiure dar und auBerdem 
auch Ameisensiure, die in den  Kontrollportionen nicht vor- 
handen war. Nach Entfernung der Ameisensiure durch Kochen 
mit Mercurisulfat! wurden die iibrigen fliichtigen Sauren als Silbersalze 
fraktioniert gefallt. Die Salze wurden. umkristallisiert und = der 
Analyse unterworfen. 


I. Fraktion: 0.2734 ¢ des Silbersalzes gaben 


Silber in Grammen. ....... . 00,1523 

Silber in Prozenten 55,71 

Berechnet fiir Silberbutyrat. . . . . 55,36°, 
II. Fraktion: 0,2213 g des Silbersalzes gaben 

Silber in Grammen. ....... . 0.1395 

Silber in Prozenten ...... . . 63,05 

Berechnet fiir Silberacetat . . . . . 64,64°,, 


Es enthielt also die erste Fraktion hauptsichlich Butteérséiure und 
die zweite Fraktion Essigsiure. Auf fliissigem und festem Nahrboden 
unter Wasserstoffdruck wurde die Garung in der Richtung der Bildung 
von reduzierten Produkten abgeleitet. 3esonders scharf kam diese 
Ableitung in einigen Versuchen zum Vorschein, die auf demselben 
festen Nahrboden in Anwesenheit von 0,5 bis 0.3 g Platin- oder 
Palladiumschwarz angestellt wurden. Da sich bei atmospharischem 
Druck durch Zufiigen von Platinschwarz die Ausbeute an Alkohol 
nicht anderte (Versuche 17 und 18), so wurde in die Kontrollportionen 
kein Metall eingetragen. 


Die Versuche dauerten 7 Tage bei 30° C. 


1 W. Brasch und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 302, 1910, 
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Gebildet 


—e Butyl- 
Nr. des tne Zugefiigt zum Wasserstoff- : alkohol 
Versuchs | ‘ lostri Nihrboden iiberdruck Butter-  Butyl- auf 100 Anmerkunget 
dium siure alkohol Teile 
Butter- 
Atm g mg saure 
{17 2 0 0 1,39 15 | 
{18 2 0,5 g Platin- 0 1,27 12 l 
schwarz 
{19 1 0 0 2,75 20 0,7 
(20 1 0,5 ¢ Platin- 100 0,76 780 100 
schwarz 
{21 1 0) 0) 2.45 12 05 
{22 1 0,5 ¢ Palladium- 100 0.79 850 107 mit yor on 
- ars von Kohlen 
schwarz Med 
{23 2 0 0 1,32 12 09 
\24 2 = 0,8 g Palladium- 100 041 420 100 
schwarz 
{25 2 0 0 1,52 17 1 
\26 2 0,5 g Platin- 100 0,82 450 5D 
schwarz 
{27 l 0 0 1.02 99 2 
(28 1 0,5 g Platin- 100 045 420 99 mit Absorptior 
. ar; von Kohlen 
schwarz dlexyd 
{29 l 0 0 1.00 18 9 
(30 I 0 0—5 122 20 2 


In den Versuchen 22 und 28 wurde die Garungskohlensaure mit 


konzentrierter KO H-Lésung absorbiert, um aufzuklaren, ob der erhéhte 


Partialdruck von Kohlensaure, die sich im geschlossenen GefaB an 
sammelt, nicht die Steigerung der Alkoholausbeute hervorgerufen hatte 
Im Versuch 30 verlief die Vergirung des Zuckers in einem ver 
schlossenen GefiB, das Stickstoff von Atmospharendruck enthielt 
Die Garungsgase erhéhten den Druck bis auf 5 Atm. Der Ausbeute 
an Saéuren nach zu urteilen, miiBte in diesem Falle die Kohlensiure 
nicht in einer geringeren Menge gebildet werden als in den Versuchen 
mit Wasserstoffdruck. Doch war die Ausbeute an Alkohol dabei nicht 
erhéht. Die im geschlossenen GefiB bleibende Kohlensadure tibte also 
keinen EinfluB auf den Verlauf der Garung aus. 


Es konnte noch die Annahme gemacht werden, dah, obwohl ein 
UberschuB an Kreide vorhanden war, die Bakterien den Zucker im 
sauren Medium vergoren und infolgedessen den Charakter der Garung 
beeinfluBten. Tatsachlich, da diese Versuche auf festem Nahrboden 
angestellt wurden, ist zu vermuten, dab die Garung nur an einigen 
bestimmten Stellen stattfand, wo die Kreide rasch verbraucht werden 
konnte. Doch in den Kontrollportionen, bei denen derartige saure 
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Stellen ebenfalls gebildet werden konnten, war die Ausbeute an Alkohol 
nicht nur relativ, sondern auch absolut auBerst niedrig. Die Bildung 
von Alkohol kann auch dadurch nicht erklirt werden, daB kompri- 
mierter Wasserstoff unabhangig von den Bakterien die Buttersiure 
reduzierte. Sie wurde ebenfalls vom Clostridium nicht reduziert, wie 
aus dem Versuchsprotokoll 57 zu ersehen ist. 





Gebildet 


Nr. des Nr. von Zugefiigt zum Wasserstoff- Butvl- 
Versuchs Clostridium festen Nahrboden iiberdruck alkohol Buttersiure 
Atm. mg £ 
{56 3 0 0 15/ 1,65 
\57 2 0 0—75 30 2,09 
58 - 0,5 g Platinschwarz, 1 g 120 3* — 


Buttersaure 

59 - 0,5 g Platinschwarz, 5 g 100 5* 
CaCOs, 2 ¢ butter- 
saurer Kalk 


60 0.5 g Palladiumschwarz, 100 6* — 
1 g Buttersiure 
61 _— 0,5 g Palladiumschwarz, 100 4* 


5 g CaCOg, 2 g butter- 
saurer Kalk 


* Diese Zahlen sind relativ. Sie weisen nur darauf hin, dafi im Destillat sich irgend- 
welche Stoffe befanden, die von Bichromat oxydiert wurden und bei der Umrechnung auf 
Butylalkohol einem Gehalt von 3 bis 6 mg entsprechen kénnten. 


Die Versuche 56 und 57 dauerten 8 Tage. In Versuch 57 wurde 
das GefiB mit einer Bakterienkultur nach einer viertagigen Garung 
unter normalen Bedingungen noch 4 Tage in komprimiertem Wasser- 
stoff bei 75 Atm. aufbewahrt. Dabei erwies sich, da} die im Laufe der 
ersten 4 Tage gebildete Butterséure nicht zu Alkohol reduziert wurde!?. 
Die Versuche 58 bis 61 wurden ohne Bakterien (bei 30° C im Laufe von 
7 Tagen) angestellt und erwiesen, da in Gegenwart von Platin- oder 
Palladiumschwarz weder freie Buttersiure noch ihr Salz durch kompri- 
mierten Wasserstoff reduziert werden. Nach dem Sinken der Ausbeute 
an Sauren in den Versuchen 20, 22, 24, 26, 28 und anderen kann man 
vermuten, daB in komprimiertem Wasserstoff anstatt Saiuren Butyl- 
alkohol gebildet wird. 

Nachstehend werden diejenigen Werte angegeben, welche zeigen, 
daB eine erhéhte Ausbeute an Alkohol von einer verminderten Ausbeute 
an Buttersiure begleitet wird. Der in Versuch 20 erhaltene Alkohol 


1 Die Versuche wurden in Gegenwart von Kreide durchgefiihrt. Im 


sauren Medium stellten die Bakterien die Carung rasch ein, ohne ihren 
Charakter zu modifizieren. 
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am 


wurde konzentriert und stalagmometrisch nach Duclaux'! bestimmt 


Beim spezifischen Gewicht 0,997 wurden 150 Tropfen bei 15° C erhalten, 


Nach den Ergebnissen von Duclaux unter diesen Bedingungen gibt : 


Athylalkohol. . . . . 113 Tropfen 
Propylalkohol a ee ee es 

Butvlalkohol . . . . 153) bis 157 Tropfen 
Amylalkohol. . . . . 207,5 ,, 215,5 * 


Ein Teil dieses Alkohols wurde durch Chromsauregemisch oxydiert. 
Die Silbersalze der erhaltenen Sauren wurden analysiert : 
0.3423 ¢ der Silbersalze gaben 
Silber in Grammen. ....... . 0,1968 


Silber in Prozenten ....... . 57,5 


Das Hauptprodukt der Garung, welche unter Wasserstoffdruck 
verlief, war also Butylalkohol. Wenn wir die Garung nach den Haupt- 
produkten bezeichnen, so wurde in den oben erwahnten Versuchen die 
Buttersiuregérung durch die Butylalkoholgarung ersetzt. © K6nnen 
aber die erhaltenen Resultate als Beweis dafiir dienen, daB unter Druck 
freier Wasserstoff bestimmte Zwischenprodukte reduzierte / Be- 
einfluBte nicht der Druck den physiologischen Zustand der Bakterien, 
wodurch der Charakter der Garung modifiziert werden konnte ? Zweifel- 
los schwachte der Druck die Leistungsfahigkeit der Bakterien ab. Die 
Gesamtmenge von Garungsprodukten, die in komprimiertem Wasser- 
stoff gebildet wurden, war meistesteils bedeutend niedriger als in den 
Kontrollportionen und erreichte manchmal kaum 100 mg*. Was die 
Aktivitat zugefiihrter Katalysatoren anbetrifft, so wurde sie wahr- 
scheinlich waihrend der Garung abgeschwacht. Tatsachlich wird wahrend 
der Gairung (obwohl in kleinen Mengen) Schwefelwasserstoff gebildet, 
der ein starkes Katalysatorgift ist. AuBerdem miBten bei dauernder 
Einwirkung von Wasserstoff unter Druck relativ schwach aktive 
Metallhydride gebildet werden. Endlich konnte die Oberflache der 
Katalysatoren durch manche Stoffe der Nahrlésung verunreinigt 
werden. Darum war eine hohe Aktivitét des Wasserstoffs, obwoh! 
Katalysatoren vorhanden waren, nicht zu erwarten. AuBerdem wurde 
sogar ohne Katalysatoren durch Wasserstoff unter Druck die Garung 
in Richtung der Bildung von Butylalkohol verschoben, und die 
Alkoholausbeuten in den Versuchen 14 und 16 kénnen nicht als maxi- 
male unter diesen Bedingungen angesehen werden. 

1 BE. Duclaux, Traité de Microbiologie 4, 28, 1901. 

2 Das verschiedene Verhalten von Bakterien kann durch den ungleichen 
physiologischen Zustand des Ziichtungsmaterials erklirt werden. Doch 
selbst bei sehr stark unterdriickten Gairungen war die relative Ausbeut: 
an Alkohol in den Versuchsportionen immer bedeutend héher als in den 
Kontrollportionen. 
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Bekanntlich degeneriert Clostridium Pasteurianum leicht und 
indert seine Eigenschaften'. Nach einer Reihe von Uberimpfungen 
wiesen die Bakterien ,,Alterserscheinungen* auf. Anfangs auBert sich 
das ,,Altern‘’ durch den Verlust der Assimilationsfihigkeit gegeniiber 
freiem Stickstoff. Spater treten Anderungen in der Ausbeute an ein- 
zelnen Garuugsprodukten auf. Die Menge der gebildeten Essigsiure 
und des gebildeten Butylalkohols steigt bedeutend. Gleichzeitig mit 
der erhéhten Ausheute an Butylalkohol steigt auch die Acetonaus- 
beute. AuBerdem erscheinen, obwohl in unbedeutender Menge, 
Ameisensaure und nicht fliichtige Saiuren. Die Inkubationsperiode 
wird verlingert, und endlich verlieren derartige Kulturen die Ver- 
mehrungskraft und gehen zugrunde. 

Es wird also dieser Organismus einer physiologischen Anderung 
unterworfen, die sich unter anderem darin auBert, daB die Buttersiure- 
girung in Richtung der Bildung von Butylalkohol verschoben wird. 
Es war zu vermuten, daB der Druck, als ein fiir die Bakterien un- 
giinstiger Faktor, das ,,Altern’’ beschleunigt, wodurch die erhéhte 
Alkoholausbeute verursacht wird. Allerdings wiesen Bakterien, welche 
aus Versuchen unter Druck iiberimpft wurden, unter gewébnlichen 
Umstanden normale Buttersiuregirung auf, doch laBt sich annehmen, 
daB beim Uberimpfen neue Bakterien sich aus Sporen, welche in der 
Atmosphare des komprimierten Gases nicht gekeimt hatten, ent- 
wickelten. Um die Frage nach der Wirkung des Druckes auf das Ver- 
halten der Bakterien zu lésen, wurden Versuche in komprimiertem 
Stickstoff angestellt. Dabei erwies sich, da® Druck tatsichlich die 
Ausbeute an Sauren und Alkohol beeinfluBt. 





Gebildet 


Nr. des Butyl- 
Nr. des | my, 40: Zugefiigt Stickstoff- o 4. alkohol) . ie 
Versuchs | ‘ — zum Nihrsubstrat | iiberdruck Butter- | Butyl- auf 100 Anmerkungen 
dium siure alkohol Teile 
Butter- 
Atm. g mg siiure 
{31 2 0 0 1,05 15 1 
\32 2 0 85 0,73 120 16 
{33 3 0 0 2,51 20 0,8 
\34 3 0 90 0,78 115 15 
{35 3 0 0 2.60 45 2 Versuchsdauet 
(36 3 | 0,5¢ Platin- 120 103 9 9 6 cage. 
schwarz 
37 2 0,5 g Palladium- 100 1,60 180 11 Versuchsdauer 
schwarz 14 Tage. 


1 |S. Winogradsky, Centralbl. f. Bakt., IT. Abt., 9, 43, 107, 1902: siehe 
auch A. Kirow, ebendaselbst II. Abt. 31, 534, 1912. 
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Die Versuche, mit Ausnahme von Nr. 35, 36 und 37, dauerten 
7 Tage und waren auf demselben Nihrboden und bei derselben Tem- 
peratur wie in der Serie der Versuche 13 bis 16 angestellt. Sie zeigten, 
daB bei der Garung in komprimiertem Stickstoff die Ausbeute an 
Sauren sinkt und gleichzeitig die Alkoholproduktion ganz deutlich, 
obwohl nicht besonders stark, erhéht wird. Der Vergleich von 
mikroskopischen Praparaten, aus Kontroll- und Versuchsportionen 
hergestellt, zeigte, daf8 in den ersten die Zahl der Bakterien bedeutend 
héher war. Im komprimierten Gase wird iiberhaupt die Vermehrung 
von Bakterien bedeutend verzégert, womit teilweise der Unterschied 
in der Ausbeute an Garungsprodukten erklart werden kann. 

Um aufzuklaren, ob Druck ein rasches ,,Altern‘’ von Bakterien 
hervorruft, wurden ,,alternde“ Kulturen untersucht. Die Versuchs- 
bedingungen und der Nahrboden waren dieselben wie in der Serie der 
Versuche 13 bis 16. 





Gebildet 
Nr. des Nr. von Wasserstoff- 


Gececctes (iinatdticen| Ghantendl oe Ra a jerry gem Anmerkungen 
Atm. g mg Buttersiure 
138 2 0 1,62 200 12 
139 2 100 0,51 210 41 
40 1 0 1,16 220 19 
41 1 100 0,38 250 66 
(42 1 0 112 440 40 ge pcy Plt 
(43 1 100 0,55 460 84 schwarz durchgefiihrt 


Die Versuche 40, 41, 42 und 43 wurden mit Kulturen von ver- 
schiedenem Alter angestellt. Die angegebenen Werte machen den 
Kindruck, da® alte Kulturen auf Wasserstoffdruck ausschlieBlich mit 
einer Abnahme der Ausbeute an Sauren reagieren. Doch erwies die 
Analyse der gebildeten Produkte tiefere Unterschiede. Das Alkohol 
destillat aus den Kontrollportionen enthielt immer Aceton. In Kontroll- 
portion Nr. 38 waren z.B. 58mg vorhanden'. In den Versuchs- 
portionen (Nr. 39, 41, 42) war wahrscheinlich dieser Stoff auch 
vorhanden, doch in so kleinen Mengen, daB nur konzentrierte Destillate 
beim Erwarmen mit HgSQ, in schwefelsaurer Lésung schwach getribt 
wurden und in der Kalte die Jodoformprobe gaben. Die Analyse 
fliichtiger Sauren erwies, daB ,,alternde“ Kulturen unter normalen 
Bedingungen (Versuche 38, 40 und 42) Butter- und Essigséure im 


' Aceton wurde quantitativ als p-Nitrophenylhydrazon bestimmt 
(W. A. van Eckenstein und I. I. Blanksma, Rec. des Travaux chim. des 
Pays-Bas 22, 434, 1903; 24, 33, 1905.) Der Schmelzpunkt dieses Produktes 
betrug 147°C, anstatt 148°C fiir das chemisch reine Praparat. 
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Verhaltnis etwa 1,5:1 bilden. Diesen Sauren war manchmal (Ver- 
such 42) Ameisensiure beigemischt. In Versuchen unter Wasserstoffdruck 
war die Ausbeute an Ameisensiure diuBerst erhéht und erreichte 37°, 
der Gesamtmenge fliichtiger Sauren (Versuch 39). Die iibrigen fliichtigen 
Sauren der Kontrollportionen stellten ein Gemisch vor, in welchem 
auf ein Teil Buttersiure bis vier Teile Essigsiure (Versuch 43) vor- 
handen waren. 

Wie oben erwahnt, verlief die Garung auf Kieselsduregallerte, 
welche mit Nahrsubstrat getrinkt war. Nach Beendigung der Garung 
wurde zur Gallerte Wasser hinzugefiigt und die Alkohole auf gewéhnliche 
Weise abdestilliert. Der Rest vom Destillat wurde abgesaugt und die 
Gallerte mit Wasser bis zum Verschwinden der Zuckerreaktion aus- 
gewaschen. Das Filtrat mit dem Waschwasser wurde im Vakuum 
konzentriert, mit Schwefelsiure angesiuert und (etwa 80 Stunden im 
Extraktionsapparat) mit Ather erschépfend extrahiert!. Zum Extrakt 
wurde Wasser zugefiigt, der Ather entfernt und die zuriickgebliebene 
wasserige Lésung von Saéuren mit Wasserdampf destilliert. 

Die Bestimmung von Ameisensiure erfolgte nach Brasch und 
Neuberg? oder nach der Kalomelmethode*. Nach Entfernen der 
Ameisensiure wurden Butter- und Essigsiure als Bariumsalze oder 
nach Duclaux analysiert. 


Im Atherextrakt war Milchsiure vorhanden, die nach dem Ent- 
fernen fliichtiger Saiuren nach der Methode von Firth und Charnass4 
bestimmt wurde. 

In der Tabelle werden die Resultate der Analysen von Sauren 
angegeben, welche in den oben erwahnten Versuchen mit alten Kulturen 
erhalten wurden. 

Die Menge von Sauren wird in Kubikzentimeter n/10 Lésung 
ausgedriickt. 





Nr Ameisensiure Buttersiure Essigsiiure 
pen — Verhiltnis = Milch- 
Ver- | Sturen | j, (ino von ts in%/p von ;, |in®/o von) Butterstiure | siure 
sachs fliichtigen fliichtigen fliichtigen zu Essigsdure 
: eem ecm Séuren eem Siuren eem § Séuren com 

{38 184 2 1 109.2 60 72,8 40 15:1 | Spuren 
\39 58 37 10 
142 127 2 1,6 75 59,1 | 50 39,4 15:1 1,2 
148 | 62 16 25,8 92 149 | 36,8) 592 1:4 15 


1 Das Extrahieren von Sauren mit Ather wurde vorgenommen, um die 
Neubildung von Ameisensiure bei der Wasserdampfdestillation zu vermeiden. 

2 W. Brasch und C. Neuberg, 1. c. 

8 EB. Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 22, 1930. 

4 O. v. Firth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 


; 18* 
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Im Versuch 43 folgte zur Kontrolle nach der Bestimmung der 
Butter- und Essigsiure nach Duclaux noch eine Analyse der Silber- 
salze: 

0,2060 g des Silbersalzes gaben 

Silber im Grammen. ........ 06,1289 
Silber m Prosentemn ....... . 68,57 

Dieser Silbergehalt entspricht einem Gemisch von 22,4°,, Butter- 
und 77,6°,, Essigsaure. 

Ahnliche Resultate, welche auch in anderen Versuchen erhalten 
wurden und das Thema einer noch nicht beendigten Untersuchung 
sind, gestatten, die ,,alten’* Kulturen folgendermaBen zu charakterisieren. 

1. Unter normalen Bedingungen bilden ,,alte“ Kulturen stets 
eine bedeutende Menge von Butylalkohol und Aceton. 2. Fliichtige 
Sauren, die von ihnen gebildet werden, stellen ein Gemisch mit hohem 
Essigsiuregehalt dar. 3. Ameisen-, Milchséure und, wie es scheint, 
noch eine nicht fliichtige Saure werden nur in Spuren gebildet. 

In den Versuchen unter Wasserstoffdruck wird von ,,alten’’ Kul- 
turen haufig die Ausbeute an Alkohol nicht erhéht, dabei wird von 
ihnen fast kein Aceton gebildet. Unter diesen Bedingungen verliert 
der Zuckerumsatz den Charakter der Buttersiuregérung. Im Gemisch 
von fliichtigen Sauren, die bei solcher Garung gebildet werden, dominiert 
die Essigsiure, dann folgt Ameisensadure, die Buttersiure wird auf die 
dritte Stelle zuriickgedrangt, indem sie manchmal nur 15”,, der Ge- 
samtmenge von fliichtigen Sauren ausmacht. 

Eine derartige ,,Butylalkoholgirung* wird von der Bildung nicht 
fliichtiger Sauren, unter denen sich Milchséure befindet, begleitet. 

Es iibt also der Wasserstoffdruck einen EinfluB nicht nur auf 
junge, sondern auch auf alte Kulturen aus, weswegen Anderungen, die 
im Verlauf der Garung im ersten Falle statifanden, durch das Altern 
der Kulturen nicht erklart werden kénnen. 

Im komprimierten Wasserstoff bilden sowohl junge wie auch alte 
Kulturen beinahe kein Aceton und sammeln Ameisenséure und nicht 
fliichtige Saéuren an. In einem der Versuche mit junger Kultur wurden 
gebildet : 





Gebildet 
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In den Versuchen unter Wasserstoffdruck unterscheiden sich junge 
und alte Kulturen hauptsachlich dadurch voneinander, daB in den 
ersten die Ausbeute an Alkohol haufig fast gar nicht erhéht ist. Doch 
miissen wir bemerken, daB bei ihnen die Menge gebildeten Alkohols 
schon beinahe das Maximum erreichte, da dieser fast ginzlich die 
Buttersaure ersetzte. 

Die Resultate der Versuche mit alten Kulturen erwiesen, daB bei 
scharf sich voneinander unterscheidenden Ausbeuten an fliichtigen 
Sauren (und besonders Butterséure) die Menge von gebildetem Alkohol 
beinahe konstant bleiben kann (Versuche 38, 39, 40, 41, 42, 43). Diese 
Tatsache gestattete die Frage, ob alte Kulturen nicht zwei voneinander 
unabhangige Garungen verursachen, zu beantworten. Es war z. B. 
anzunehmen, daB die Kohlenhydratumwandlung, von der Butylalkohol- 
girung ausgehend, spater durch die Butterséiuregdérung ersetzt wird!. 
Sollte dieses richtig sein, so kénnten die Resultate der Versuche mit 
alten Kulturen dadurch erklart werden, daB in komprimiertem Wasser- 
stoff die Bakterien rasch abgeschwaicht werden und den ProzeB im 
ersten Stadium einstellen, wogegen die Kontrollportionen gleichzeitig 
die Gairung fortsetzen, wobei die Buttersiuregirung der Butylalkohol- 
garung folgt. 

Die Untersuchung des Verlaufs der Garung bestatigte diese An- 
nahme nicht. 





Gebildet 


- @ 
s4 Nr. von Dauer Wasser- ae Butyl 
~ = Clostri- der stoff- Butter- | Butyl- alkohel a f Anmerkungen 
Ze dium Garung  tiberdruck saure alkohol ° 100 Teile 
Std. Atm g mg Buttershure 
(46 1 45 0 0,77 69 § 
\47 1 90 0 1,50 160 11 
48 1 80 0 1,68 90 5 
49 1 116 0 1,24 145 12 
oy 1 180 0 1,61 149 9 
51 1 180 100 0,50 550 110 Der Versuch in Gegen- 
wart von 0,5 g Platin- 
52 1 66 0 0,85 60 7 schwarz angestellt 
[53 1 95 0 1,18 90 8 
54 1 180 0 1,25 116 9 
55 1 180 100 280 Es ist nicht gelungen, 


Sduren zu bestimmen 


Die Versuchsbedingungen und der Nahrboden waren dieselben 
wie in der Serie unter Nr. 13 bis 16. Die in der Tabelle angegebenen 


1 Eine derartige Periodizitat und die Ersetzung einer Garung durch 
eine andere (allerdings in umgekehrter Richtung) wurde in vielen Fallen 
der Buttersiuregirungen festgestellt (2. Duclaux, Traité de Microbiologie 
4, 58, 180, 1901) und ausfiihrlich bei der Aceton-Butyvlgéirung (H. Speak- 
man, Journ. of biol. Chem. 41, 319, 1920) untersucht. 
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Werte wurden nicht aus einem Versuch, sondern aus Parallelversuchen 
mit alternden Kulturen erhalten. Diese Werte ergeben, daB 1. ein 
scharfes Abgrenzen der Perioden der Alkohol- und Saurebildung in 
diesem Falle nicht vorhanden ist, 2. daB die Zuckerumwandlung 
nicht von der Butylalkoholgérung ausgeht, und 3. da8 die maximale 
Alkoholausbeute keine konstante GréBe fiir derartige Kulturen ist 
und in Versuchen unter Wasserstoffdruck manchmal bedeutend erhéht 
wird, 

In der vorliegenden Untersuchung wurde also bewiesen, daB die 
typische Buttersiuregarung im neutralen Medium experimentell in 
Richtung der Bildung von Butylalkohol verschoben werden kann. Die 
dabei erhaltenen Produkte gestatten nicht, diese Ableitung mit der 
Aceton-Butylgarung zu identifizieren, 

Der schwach ausgesprochenen Reaktion auf Jodoform nach zu 
urteilen, wird die Bildung des Butylalkohols in komprimiertem Wasser- 
stoff von einer Acetonansammlung nicht begleitet. Eine Erhéhung 
der Ausbeute an Acetaldehydumwandlungsprodukten 2,3 Butylen- 
glykol oder Acetylmethylearbinol, das nach Donker! gewéhnlich den 
Butylalkohol begleitet —- wurde ebenfalls nicht festgestellt. In kom- 
primiertem Wasserstoff wird die Garung von einer erhéhten Ausbeute 
an Butylalkohol, der anstatt Buttersiure gebildet wird, begleitet. Es 
ist aber nicht gelungen, einen Beweis zugunsten der Reduktion der 
Buttersiure zu Butylalkohol zu erhalten. 

Die Nebenbildung des Buttersiuregairungsbutylalkohols in den 
Kontrollversuchen mit Clostridium Pasteurianum (bei atmospharischem 
Druck) hat mit der Reduktion von Zwischenprodukten durch nascieren- 
den Wasserstoff nichts zu tun und verlauft nach dem Typus der 
Aceton-Butylgarung. 

Der Druck als physikalischer Faktor und in einem noch héheren 
Grade der Wasserstoffdruck schaffen eine Bedingung, bei welcher die 
normale Buttersiuregiérung in Richtung der Bildung von Butylalkohol 
verschoben wird. Diese SchluBfolgerung bezieht sich nur auf den 
untersuchten Mikroorganismus?. 

In komprimiertem Wasserstoff wurde die Buttersiéuregérung von 
der Bildung der Ameisensaiure, Milchsiure und noch einer vorlaufig 
noch nicht untersuchten Saéure begleitet. Die Herkunft dieser Sauren 


1 P, Wilson, W. Peterson und E. Fred, Journ. of biol. Chem. 74, 495, 
1927. 

2 Lieske und Hofmann (diese Zeitschr. 210, 448, 1929) zeigten, dab 
Hefen einen Wasserstoff- oder Stickstoffdruck bis 1000 Atm. vertragen 
kénnen, ohne dabei den Verlauf der Alkoholgirung zu andern; ein Druck 
von 100 Atm. verminderte in ihren Versuchen nicht einmal die Ge- 
schwindigkeit der (iarung. 
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wurde in der vorliegenden Arbeit nicht in Betracht gezogen. Die 
\meisensdure konnte als Resultat der Reduktion des Kohlendioxyds 
durch komprimierten Wasserstoff gebildet werden. Manche Verfasser 
halten es fiir méglich, daB im GarungsprozeB Kohlensaure durch frei 
werdenden Wasserstoff zu Ameisensaiure reduziert werden kann. Doch 
kann man kaum mit einer derartigen Vermutung einverstanden sein, 
um so mehr, als einige Buttersiurebakterien diese Saure bilden, 
andere dagegen nicht, obwohl sie bei der Garung Kohlenséure und 
Wasserstoff ausscheiden. Was die Milchsaéure anbetrifft, so konnte sie 
gleich der Ameisensiure das Resultat der Hydrierung durch kom- 
primierten Wasserstoff sein, oder infolge einer Stérung (z. B. einer 
Hemmung der Dehydrierung) gebildet werden. Es ware von Interesse, 
ob in den Versuchen von Lieske und Hofmann! diese zwei Sauren nicht 
gebildet wurden. Leider wurden von den Verfassern die entsprechenden 
Ergebnisse noch nicht veréffentlicht. In komprimiertem Wasserstoff 
wurde die Buttersiuregirung in Richtung der Bildung reduzierter 
Stoffe verschoben. Folgt daraus, daB Wasserstoff unter Druck als ein 
Abfangmittel bestimmte Zwischenprodukte der unverdnderten Butter- 
siuregarung reduzierte ? 

Die angegebenen Versuchsergebnisse geniigen nicht, um daraus 
derartiges zu schlieBen. 

Um die Butterséuregarung in die Butylalkoholgirung umzuwandeln, 
geniigte nicht nascierender Wasserstoff allein (Versuche mit ,,metalli- 
scher“’ Garung und Garung in Gegenwart von Aluminiumamalgam), 
es war noch noétig, einen erhéhten Druck, der den Verlauf der 
Reaktion beeinfluBte, anzuwenden. 

Nehmen wir an, da komprimierter Wasserstoff die Zwischen- 
produkte reduzierte, so muB, als Bedingung derartiger Reduktionen, 
noch irgendein komplementiarer Faktor auf das ganze System (Organis- 
mus) oder einen Teil davon einwirken. Worin das Wesen dieser Ein- 
wirkung liegt, und welche Anderungen der physikalische Faktor 
(Druck)! verursacht, 14Bt sich augenblicklich nicht sagen. 


1 Vgl. S. Frankel und G. Meldolesi, diese Zeitschr. 115, 85, 1921. Die 
Verfasser zeigten, da die Geschwindigkeit mancher fermentativer Re- 
aktionen sich durch GasiiberschuB von 5 bis 15 Atm. andert. 





Titrimetrische Bestimmung des Magnesiums im Serum. 


Von 


M. N. Kallinikowa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts zum Schutze der 
Gesundheit der Kinder und Jugendlichen zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 24, Februar 1930.) 


Die meisten Methoden der Magnesiumbestimmung im Serum und 
im Plasma sind kolorimetrisch; sie erfordern 3 bis 5 ccm Serum oder 
Plasma, wozu eine grobe Menge Blut entnommen werden muB [so z. B. 
die Methoden von Hammett und Adams (1), Briggs (2), Denis (3), 
Hirth (4), Gadent (5) u. a.]. Da die Rolle des Mg im Organismus in 
neuester Zeit groBes Interesse erweckt hat, schien es uns angebracht, 
eine Methodik zur Mg-Bestimmung auszuarbeiten, die erlauben wiirde, 
mit ganz kleinen Mengen Serum und ohne Kolorimeter zu arbeiten. 


Auf Vorschlag von Dr. Petrunkina habe ich diese Arbeit unter- 
nommen. 


Die Methodik beruht auf der Fahigkeit des Mg, im alkalischen 
Milieu bei Vorhandensein von NH, mit phosphorsaurem Ammonium 
ein schwerlésliches Salz zu bilden (MgNH,PO,). Hat sich dieses Salz 
gebildet, so bestimmt man den Phosphor — ebenso wie bei der kolori- 
metrischen Methode von Briggs —- und berechnet dann das Magnesium 
mit Hilfe eines Koeffizienten. 


Wie bekannt, kann Mg nur nach Entfernung des Calciums bestimmt 
werden. Zur Ca-Fillung im Serum haben wir nebeneinander die 
Methoden von de Waard und Kramer-Tisdall fiir dasselbe Serum an 
gewandt. 

Bei der weiteren Bearbeitung des Serums haben wir gut tber- 
einstimmende Werte erhalten. So fanden wir in dem nach de Waard 
bearbeiteten Serum 2,36 mg-°,, Mg, und in dem nach Kramer-Tisdall 
bearbeiteten 2,43 mg-°,. Da der Unterschied so klein ist, wurde in 
weiteren immer die Fallung nach de Waard angewandt. 


Wir gehen jetzt zur Beschreibung der Methodik tiber. 
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leem Serum (das Mg wurde ausschlieBlich im Serum bestimmt) wird 
in ein de Waardsches Zentrifugenglas abgemessen und die Fallung des 
Ca nach de Waard ausgefiihrt. Die erste iiberstehende Fliissigkeit, ebenso 
wie die drei folgenden Waschwisser, werden in ein Reagenzglas von 12 bis 
13 cem Volumen abgegossen. Zum Auswaschen des Zentrifugats verbraucht 
man jedesmal | bis 1 14 ccm destillierten Wassers. 

Wenn das letzte Waschwasser in das Reagenzglas abgegossen ist, 
betrigt die Fliissigkeitsmenge 6 bis 7cem. Zu dieser Fliissigkeit werden 
leem phosphorsaures Ammoniak, (NH,),HPO, (eine 5 %ige Lésung) 
und 2ccm konzentriertes Ammoniak (28°,ig, kéuflich) zugefiigt und bis 
zum folgenden Tage stehengelassen. Die Fliissigkeit mu8 sorgfialtig durch 
Drehbewegungen zwischen den Handflichen durchgemischt werden. 


Beim Vorhandensein von gréBeren Mg-Mengen fallen sofort zarte, 
weiBe, blitzende Kristalle von Magnesiumammonphosphat aus. Bei Mg-Be- 
stimmungen im Blute sind sie anfangs kaum sichtbar. Am nachsten Tage 
wird 10 bis 15 Minuten zentrifugiert, die Fliissigkeit vorsichtig vom Riick- 
stand abgesaugt (mittels einer mit (Gummiball versehenen Pipette) und der 
Riickstand dreimal mit Ammoniaklésung (1 Teil Ammoniak + 1 Teil 
Wasser) aufgeriihrt und jedesmal 10 bis 15 Minuten zentrifugiert. Da der 
Riickstand sehr leicht ist, mu8 das Absaugen sorgfailtig durchgefiihrt 
werden. 

Nach Entfernung der letzten Waschfliissigkeit wird der Riickstand in 
2cem einer 10°, igen Salpetersiureldsung (chemisch rein) aufgelést!; 
dann folgt die P-Bestimmung nach Samson (6), wozu leem 30° ,iges 
salpetersaures Ammonium und 1 cem 3°,iges molybdansaures Ammonium 
zugesetzt werden; 3 Minuten lang wird auf einem siedenden Wasserbad 
erhitzt. 


Beinahe sofort beginnt der gelbe Niederschlag des phosphormolybdan- 
sauren Ammoniums auszufallen. Nach dem Abkiihlen wird der Riick- 
stand mit 96°,igem Alkohol von den inneren Wianden des Reagenzglases 
abgespiilt, 10 bis 15 Minuten zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit 
vom Riickstand abgesaugt. Nach dem Absaugen mu die AuBenseite der 
Pipette mit Alkohol abgespiilt werden, damit der an ihr haftende Teil des 
Niederschlags nicht verloren geht. Sodann ist der Riickstand drei- bis 
viermal wegen seiner Wasserléslichkeit mit 1°,iger KNO,-Lésung (etwa 
5 cem) auszuwaschen, wobei jedesmal der Riickstand von den-Wianden des 
Reagenzglases mit Alkohol abgespiilt wird (0,5 bis 1 cem Alkohol); das 
Pipettenende mu ebenfalls jedesmal mit Alkohol abgespiilt werden; nach 
jedem Auswaschen 10 bis 15 Minuten zentrifugieren. 

Das Auswaschen mit KNO, wird bis zum Verschwinden der sauren 
Reaktion der Waschfliissigkeit (Lackmus) fortgesetzt, was meist nach drei 
maliger Wiederhclung der Fall ist. 

Dann wird der Riickstand in 1 bis 2 cem n/25 NaOH gelést (gréBere 
Mengen von Phosphormolybdansalz erfordern auch gréBere Laugenmengen). 


Gewohnlich erfolgt die Auflésung ziemlich rasch bei Zimmertemperatur 
und leichtem Schiitteln des Reagenzglases. Bleibt eine geringe Menge des 
Riickstandes ungelést, so geniigt es, ihn etwas zu erwairmen, anderenfalls 


1 Nach Auflésung in Salpetersiiure kann die Analyse bis zum nachsten 
Tage stehengelassen werden. 
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werden noch 0,5 bis 1 cem Lauge zugefiigt. Im alkalischen Milieu zerfallt 
das Phosphormolybdansalz unter Freiwerden von PO,, Salpeterséure und 
Molybdansaéure, zu deren Bindung 26 Molekiile Lauge auf jedes Atom P 
beansprucht werden. Der Laugeniiberschu8 wird mit n/25 HCl mit Phenol 
phthalein als Indikator titriert (s. Samson). 

Die Differenz zwischen der NaOH-Menge und der verbrauchten 
HCl mit 0,63745* und 100 multipliziert ergibt den Mg-Gehalt des unter- 
suchten Serums in mg-%. 


Um die Genauigkeit der Methodik zu kontrollieren, haben wir 
eine Serie Kontrollversuche angestellt. Dabei wurde Mg im Serum, 
in demselben Serum + verdiinnte MgCl,-Lésung und in der verdiinnten 
Mg Cl,-Lésung bestimmt. Die Ergebnisse eines dieser Versuche sind in 
Tabelle I dargestellt. 

Tabelle I. 





ite M NaOH | HCI purch- | Dureb- | wischen 
Angewandte Menge Na yurch- i . zwischen a ieaieel 
des Serums und der Nr. ‘e5n 1/o5n | schnitts-| °* — NaOH Magnesium 
Mg Cl,-Loésung wert korrig. _ 
cem ecm mg 
| 1 2 1,54 | 
9 9 5 - a ‘ 121n9F 
l ecm Serum - P= ~ 1,54 1,53 1,57 0.43 0,0161035 
| 3 2 1,52 | 
4 2 1,52 
leem Serum | 5 2 0,97 | 
leem MgCl.- 6 2 0,95 0,97 1.00 1.00  0,0374500 
Lésung { 7 2 1,01 
leem Serum 8 2 1,28 | 
+ 05cem MgCl,- 9 2 1,28 1,26 1,30 0,70  0,0262150 
Losung 10 2 1,24 
| 11 2 1,44 | 
1cem MgCl,-Lésung, 12 2 1,42 1,43 1,47 0,53  0,0198485 
1118; 2 145 | 
Berechnung: 1 ccm Serum enthalt. . . . . . . 0,0161035 mg Mg 
1 ,, MgCl,-Lésung enthalt . . . 0,0198485 ,, Mg 
die Summe.......... . 00859520 mg Me 


leem Serum + 1 cem MgCl,-Lésung enthalt . . 0,0374500 ,, Mg 
Differenz zwischen dem letzten Wert und derSumme 0,0014980 ,, Mg 
= 4,17% 


Beim Zufiigen von 0,5 com MgCl,-Lésung ergab sich eine Differenz 
von 0,72°,. Nimmt man als Mittelwert des Mg-Blutgehalts 2,55 mg-° 


* Zur P-Berechnung gibt Samson den Koeffizienten 0,0478 an. Jedes 
Mg-Atom in phosphorsaurem Ammoniakmagnesium entspricht einem 
P-Atom. Das Atomgewicht des P ist 31,04, das des Mg 24,32. Hieraus 
ergibt sich der Umrechnungskoeffizient auf Mg zu 


0,0478 . 24,32 
= 0,03745. 


31,04 
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so betragt der Fehler im ersten Falle 0,11 mg-°,, und im zweiten 
— 0,02 mg-°,, Mg. 

Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, daB wir Mg nach dieser Methode 
mit befriedigender Genauigkeit bestimmen kénnen, fiihrten wir eine 
Serie von Mg-Bestimmungen im Serum verschiedener Kinder aus. 

Die Parallelbestimmungen gaben uns dabei recht gute Uberein- 
stimmung (s. Tabelle IT). 


Tabelle Il. 





oa pt weer ee 
1 4 me | 0,39 061 ' 228 
2 a.84 nae |) 088 0,61 2,28 
3 "a aoe can i} 082 0,68 2,55 
4 ge ar | 0,87 0,63 ) 36 
5 4 men | 0.54 0,46 1,72 
6 M. | ny | 0,37 0,63 2.36 
7 N. en 0,39 0,61 2.28 
s ae Be OL 087 0,63 2.36 
9 Ss. wan 0,40 0,60 2.25 
10 he coe Of il 048 057 213 


Aus allen angefiihrten Werten geht hervor, daf die von uns vor- 
geschlagene Methodik eine geniigende Genauigkeit besitzt, daB die 
Parallelbestimmungen gut tibereinstimmen und daB diese Methodik 
kleine Serummengen erfordert, die auBerdem auch zur Ca-Bestimmung 
verwendet werden. Ihrer Ejinfachheit wegen kann die Methodik 
in einem beliebigen, primitiv ausgestatteten Laboratorium durch- 
gefiihrt werden. 


Die mit dieser Methodik erhaltenen Werte liegen innerhalb der 
in der Literatur angegebenen Grenzen (1,5 bis 3,5 mg-".,). 


Meinen herzlichsten Dank spreche ich dem Vorstand Dr. Petrunkina 
fir das vorgeschlagene Thema und die Leitung wahrend der Arbeit aus. 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine titrimetrische Methode zur Mg-Bestimmung im 
Serum vorgeschlagen. Sie erfordert 1 cem Serum, in welchem auBerden 
auch Ca bestimmt wird. Die Parallelbestimmungen unterscheiden sich 
um 0,01 bis 0,02 cem HCl, was nicht mehr als 0,0749 mg-°,, Mg aus- 


macht. 
Literatur. 

1) F. S. Hammett und E. T. Adams, Journ. of biol. Chem. 52, 211 
1922. 2) A. P. Briggs, ebendaselbst 52, 349, 1922. — 3) W. Denis, eben 
daselbst 52, 411, 1922. — 4) Hirth, C. r. Soc. Biol. 88, zitiert nach Blum und 
Klotz, ebendaselbst 89, 1335, 1923. — 5) Gadent, zitiert nach Balachowski, 
Mikrochemische Blutanalyse und ihre klinische Bedeutung, 8S. 103, 1930 
(russisch). — 6) Samson, diese Zeitschr. 164, 289, 1925. 
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Manometrische Messung der fermentativen Eiweibspaltung. 


Von 
Hans Adolf Krebs. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 24, Februar 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das Prinzip, nach dem die Geschwindigkeit der Peptidspaltung 
manometrisch gemessen wird', kann allgemein, wie in dieser Arbeit 
gezeigt wird, zur Messung der Spaltungsgeschwindigkeit von Eiweib- 
stoffen und ahnlichen Kérpern benutzt werden. 

Man lést die EiweiBstoffe in Fliissigkeiten, die Bicarbonat und 
freie Kohlensaéure enthalten, gibt die Eiweiblésung mit dem Ferment 
in ein GefaB von der Form der Abb. 1 oder 2 und verbindet das GefaB 











Abb. 1. Abb. 2 
Gesamtvolumen des Gefiibes 7 bis 14 ccm Gesamtvolumen des Gefiibes etwa 17 cem 


mit einem Manometer?. In den Gasraum des GefaBes fiillt man ein 
Gasgemisch mit etwa 5 Vol.-°,, Kohlensiure ein. Bewegt man nun das 
VersuchsgefaB im Thermostaten, so treten bei der Spaltung des 
EiweiBkérpers groBe Anderungen des Kohlensiuredrucks auf, weil 
bei der Spaltung Saéure entweder entsteht oder verschwindet. Die 


1 H. A. Krebs und J. F. Donegan, diese Zeitschr. 210, 7, 1929. 

2 Die Apparatur (Manometer, Thermostat, Schiittelvorrichtung) ist 
dieselbe wie bei der manometrischen Messung des Zellstoffwechsels (siehe 
O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Julius Springer, 1926). 
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Druckanderung wird in tiblicher Weise gemessen und aus der gemessene: 
Anderung des Kohlensiuredruckes wird der Grad der Spaltung berechnet 

Als MaB fiir die Spaltung benutzen wir die Menge des bei de: 
Spaltung entstandenen primaren Aminostickstoffs (A Amino N). De: 


F A Amino-N 
Umrechnungsfaktor , der zur Berechnung von A Amino-N 


Ap 
aus der Druckanderung Ap erforderlich ist, wird empirisch ermittelt 
A Amino-N 

Ap 
fiir verschiedene Wertepaare A Amino-N und A> eine praktisch kon 
stante GréBe, die wir als ,,Gefabkonstante“ Ky ino. bezeichnen 
Mit Kyymino-x Technen wir wie friiher’ mit Ko,, Keo, usw. Messen 
wir A p in Millimetern Sperrfliissigkeit, 4 Amino-N in Kubikmillimetern, 
so erhalten wir fiir die GefaBkonstante K,,,;,.-.. Werte, die je nach 
den Versuchsbedingungen zwischen 1 und 4 liegen. Dies bedeutet, 
daB 1 mm Druckanderung die Bildung von 1 bis 4 cmm (oder 0,000625 
bis 0,0025 mg) Aminostickstoff anzeigt, Zahlen, die tiber die Emp- 
findlichkeit der Methode orientieren. 

Anwendbar ist die Methode unter solechen Bedingungen, unter 
denen gleichzeitig Bicarbonat und freie Kohlensaéure in hinreichenden 
Konzentrationen existenzfaihig sind. Es ist das etwa das Wasserstoff- 
ionenkonzentrationsgebiet zwischen 4.10~® und 4.1077. 


Fiir eine bestimmte Versuchsanordnung ist der Quotient 


Beispiele fiir die Spaltungsmessung. 

Als Beispiele fiir den Verlauf der Druckinderungen fiihre ich 
zwei Versuche an, in denen die Verdauung von Casein und von Gelatine 
durch Trypsin gemessen wurde. 

1. Verdauung von Casein. 2°,, Casein Hammarsten (Kahlbaum) in 
0,7°., Natriumbicarbonat gelést. 3ccm Caseinlésung werden mit 
0,3.cem Trypsinlésung (Trypsin Merck, 0,1°.ige wasserige Lésung) in 
ein GefiB der Form der Abb. 1 eingefiillt. v, = 3,3, v, 4,6. Gasraum 
5,0 Vol.-°,, CO, in Argon. 37,5°. 





Zeit Druckinderung Zeit Druckinderung 
[Minuten] (Millimeter [Minuten] {Millimeter 
Brodiescher Lésung} Brodiescher Lisung 

20 (Ausgleichs- [+41] (extrapoliert) 40 + 60,5 

20 zeit) + 40,5 40 + 56,5 

20 +39 40 + 49 

20 + 36,5 40 + 43 

20 +. 35 40 + 40 

20 + 34 40 + 37 

40 + 64 





Versuch abgebrochen. 


1 0. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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2. Verdauung von Gelatine. 3 ccm 0,7 °,,iger Natriumbicarbonat- 
losung enthalten 60 mg Gelatine und 0,2 mg Trypsin (Merck). GefaB 
von der Form der Abb. 1. v, 3,0, v,, 4,9, 37,5°. Gas: 5,0 Vol.-°,,. 
Kohlensaure in Argon. Das Thermobarometer enthielt Gelatinelésung 
ohne Trypsin. 





























Zeit Druckinderungen Zeit Druckinderungen 
{Minuten} [Millimeter] Minuten} Millimeter 

30 (Ausgleichs- [+ 64] (extrapoliert) 20 4. $1 

20 zeit) + 42.5 20 + 29,5 

20 + 415 40 4. 54 

20 + 39,5 40 + 48.5 

20 +. 35 40 + 44 

20 + 34.5 40 + 35 

Versuch abgebrochen. 
we 400 | ~ 400 _ 
e | | S 
$ | 3 | 
& J00-—+-——_+ —T Ss 700 _ { 
¥ | | 3 
~ “Ss | 
> 200 4 ++ S 29 
C | c 
S 8 
~ 100 a T T — T eee 8 100 + 
= | | | ~ 
s | S 
S j } - S 
, O 40 80 1720 160 200 a 40 80 20 BO 70 
— zeit Minster] zeit {Miniten) 
Abb. 3. Abb. 4 


Verlauf der Druckiinderung bei Verdauung 
von Casein durch Trypsin. 


Verlauf der Druckinderung bei der Ver- 
dauung von Gelatine durch Trypsin 


In Abb. 3 und 4 sind die Anfangsteile der beiden Versuche graphisch 
dargestellt. Man ersieht, daB die Druckinderungen in der Zeiteinheit 
fiir etwa die ersten 200 mm nahezu konstant sind und dann langsam 
abnehmen. Will man Beeinflussungen der Spaltungsgeschwindigkeit 
durch auBere Bedingungen prifen, so wird man, um quantitative 
Resultate zu erhalten, nur den geraden Anfangsteil der Kurve fiir die 
Messung verwerten. 


Bestimmung der ,,GefaSkonstanten“. 


Die GefaBkonstante Ky nino. wird definiert durch die Gleichung 


K __ 4Amino-N 
Amino-N 4p F 


A Amino-N messen wir der Einfachheit wegen in Kubikmillimetern, 
indem wir 1 Milligramm-Aquivalent (14 mg) Aminostickstoff = 22400 cmm 
Die Druckaénderung Ap messen wir wie 


(0°, 760 mm Hg) setzen. 
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ublich in Millimetern Brodie scher Flissigkeit, von der 10000 mm gleich 
760 mm Hg sind. 

Ist im Versuch ein Druck von h mm gemessen, so ist der gebildete 
Aminostickstoff 2,4 ,,;,o-. in Kubikmillimetern 


“amino-N — h. K mino-v- 
Winscht man den gebildeten Aminostickstoff in Milligrammen zu er- 
halten, so ist 24))jno-x mit 6,25 .10°4 zu multiplizieren. 


Um den Wert des Quotienten 4 Amino-N/A p zu bestimmen, habe 
ich in den Versuchen 1 und 2 (in je einem zweiten und dritten Versuchs- 
gefah) einige zusammengehérige Wertepaare A Amino-N und Ap 
gemessen. Nachdem im Versuch eine hinreichend groBe Druckanderung 
aufgetreten und gemessen war, unterbrach ich die Spaltung durch 
Mischen von | Volumen Versuchslésung mit 1 Volumen m/10 Phosphor- 
sdure und bestimmte den Aminostickstoff nach van Slyke in der neuen 
manometrischen Anordnung!. Das Ergebnis waren folgende Zahlen: 


Versuch 1. Caseinspaltung. 





J Amino-N 





4p 4 Amino-N 
4p 
|mim| emm| 
+ 128,5 270 2,10 
+ 243.5 516 2.13 
Versuch 2. Gelatinespaltung. 
4p 4 Amino-N 4Amino-N 
, 4p 
{mm} {emm} 
+ 125 211 1,69 
+ 246,5 418 1.70 


Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, ist Ky ),jn-x fiir eine gegebene 
Anordnung in dem in Betracht kommenden Druckgebiet konstant. 
Gleiche Druckanderungen bedeuten also gleiche Umsitze in bezug auf 
Aminostickstoff. 


GefaSkonstante unter verschiedenen Bedingungen. 


Die GefiBkonstante andert sich mit den Versuchsbedingungen: 
sie ist abhangig von den physikalisch-chemischen Eigenschaften und 
den Konzentrationen der EiweiSstoffe und ihrer Spaltprodukte, von 
dem Milieu und den GefaBabmessungen. 


' van Slyke, Journ. of biol. Chem. 88, 425, 1929. 
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EinfluB der GefaBabmessungen. 


Die folgende Tabelle gibt ein Beispiel fiir die GréBe von K 4,0. 
bei verschiedenen Abmessungen. Die Versuchsbedingungen waren 
von den Abmessungen abgesehen — die gleichen wie in Versuch 2 


(Verdauung von Gelatine). 





GefaiBform : Abb. 1. Abb. 2 
vpleem) .... 4 3 2 1 2 3 
UG SS ee 3,9 49 6,0 7,0 14,8 15,7 
Beata a Coa tar te 1,76 1,70 1,72 1,60 8,88 3,49 


EinfluB des Milieus. 


Einer der wichtigsten Milieufaktoren, der die GréBe von K giino-x 
bestimmt, ist die Konzentration des Bicarbonats und damit der Wasser- 
stoffionen'. Ich finde bei verschiedenen Bicarbonat- und Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen folgende Werte: 





Anfangskonzentration 


“~Lea der H-Ionen K amino-N 
pro cem Lisung) (Mole; Liter) 
1500 1,23 . 10-8 2,11 
610 3,0 .10-8 3,55 


Die Versuchsanordnung war im iibrigen die gleiche wie in Versuch 1 
(Verdauung von Casein, Gas: 5,0 °,, Kohlensiiure in Argon). 


Verschiedene EiweiBkérper. 


Alle EiweiBstoffe und ahnliche Koérper, die ich bisher gepriift habe, 
geben bei ihrer Spaltung in der Anordnung der Versuche 1 und 2 
groBe Anderungen des Kohlensiuredruckes, beispielsweise Casein, 
Gelatine, Hamoglobin, Albumin aus Ei (Kahlbaum), denaturiertes 
Eiereiwei8, denaturiertes Serumeiweib, ferner Wittepepton, Pepton 
Merck, Pepton- Roche, Seidenpepton (Héchst) und einfache Dipeptide, 
wie Alanylglycin und Leucylglycin?, weiterhin Nucleohiston aus Thymus, 
Hefenucleinsaure. In den meisten Fallen sind die Drucke positiv, weil 
die Reaktion der Lésung bei der Spaltung saurer wird. Beim Seiden- 


! Die Wasserstoffionenkonzentration wird nach der Gleichung be- 


~ CCOs : as - ; : 
rechnet: H* K “_. Die K-Werte findet man in der Arbeit von A. RB. 
CHC O,' 


Hastings und S. Sendroy jun., Journ. of biol. Chem. 65, 445, 1925. 


2 Siehe diese Zeitschr. 210, 7, 1929. 
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pepton und den Dipeptiden sind die Drucke negativ, weil die Reaktion 
bei der Spaltung alkalischer wird. 


Trypsin und Papain. 

Bei der Trypsin- und Papainverdauung von Gelatine und Casein 
finde ich fiir die ersten 200 bis 300 mm dieselben GefaiSkonstanten 
obgleich die chemischen Vorgange bei der Trypsin- und Papainverdauung 
offenbar nicht identisch sind. Denn unter Papainwirkung entstehen 
bei der Caseinverdauung friiher schwer lésliche Spaltprodukte als unter 
Trypsinwirkung. 
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Versuche iiber die proteolytische Wirkung des Papains. 


Ve yn 
Hans Adolf Krebs. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 24. Februar 1930.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Wie S.H. Vines! und L. B. Mendel? gefunden haben, wird die 
proteolytische Wirkung von Papainlésungen durch Blausaure ge- 
steigert. In dieser Arbeit wird gezeigt, daB Blausdure hier wirkt, indem 
sie hemmende Schwermetallionen aus den Lésungen durch Komplex- 
bildung herausnimmt*. Willstdtters* Erklarung der Erscheinung (Bil- 
dung eines Ferment-Cyanhydrins) ist danach aufzugeben. 

Wie ich fand, wird Papain durch Spuren von Schwermetallionen, 
10-4 bis 10-3 mg pro Kubikzentimeter Lésung, reversibel gehemmt. 
Es sind die Schwermetalle der ersten und zweiten Gruppe des periodi- 
schen Systems, die wirken, Kupfer, Silber, Gold und Zink, Cadmium 
und Quecksilber. Unter diesen Metallen sind Kupfer und Zink von 
besonderem Interesse, weil sie den meisten EiweiBkérpern in wirk- 
samen Mengen als Verunreinigung beigemischt sind. Befreit man 
die EiweiBlésungen von diesen Verunreinigungen, so steigt die Papain- 
wirkung auf ein Vielfaches an. Man kann also Papain ,,aktivieren’, 
ohne einen ,,Aktivator“ hinzuzufiigen, allein durch Entfernung der 
Schwermetallverunreinigungen. 

Wie die Reinigung der Lésungen wirkt Blausdure, weil sie die 
Schwermetalle komplex bindet. In gleicher Weise wirken Schwefel- 
wasserstoff5, Cystein® und, wie ich fand, viele andere Stoffe, beispiels- 
weise Pyrophosphat, Citrat und 8-Oxychinolin, Stoffe aus den ver- 


1 S. H. Vines, Ann. of Bot. 17, 597, 1903. 

2 L. B. Mendel und A. F. Blood, Journ. of biol. Chem. 8, 177, 1910. 

3 Die Méglichkeit, daB Blausiure in dieser Weise wirkt, ist zuerst von 
K. Myrback (Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 158, 231, 1926) und 
spiter von Grassmann, Dyckerhoff und v. Schoenebeck (ebendaselbst 186, 
183, 1930) diskutiert, aber nicht entschieden worden. 

4 Willstdtter und Grassmann, ebendaselbst 138, 184, 1924. 

5 L. B. Mendel und A. F. Blood, 1. ec. 

8 Grassmann, Dyckerhoff und v. Schoenebeck, 1. c. 


19* 
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schiedensten Koérperklassen, die alle die eine Eigenschaft gemeinsam 
haben, Schwermetallionen komplex zu binden. 

Wie Willstdtter! und Waldschmidt-Leitz? gefunden haben, gibt 
es andere proteolytische Fermente, die gleich Papain in ihrer Wirkung 
durch Blausiure oder Schwefelwasserstoff gesteigert werden, das 
,.Bromelin“ der Ananasfrucht und das ,,Kathepsin“, das in den meisten 
tierischen Organen vorkommt. Der Mechanismus der Blausdure- und 
Schwefelwasserstoffwirkung ist hier, wie ich fand, derselbe wie 
beim Papain. Auch Bromelin und Kathepsin werden durch Schwer- 
metalle reversibel gehemmt. 

Die Beschreibung der Versuche zerfallt in folgende Abschnitte: 

I. Methode; 

Il. Hemmung des Papains durch Schwermetalle ; 

Ill. Schwermetall in EiweiB- und Papainlésungen; 

IV. Entfernung von Schwermetallverunreinigungen ; 

V. Wirkung der Komplexbildner; 
VI. Versuche mit papainihnlichen Fermenten (Bromelin, Ka- 
thepsin). 
I. Methode. 

Die Geschwindigkeit der Spaltung wurde manometrisch gemessen®. 
Als Substrate dienten vorwiegend Casein Hammarsten (Kahlbaum) und 
Gelatine. 

Das Papain war von Merck bezogen (Papayotinum 1: 350 und 
Papayotinum amylaceum 1:50).  Beide Praparate sind in Wasser 
unvollstandig léslich. Die Lésung wurde filtriert, das Filtrat fiir den 
Versuch benutzt, der Gehalt an geléstem Stoff durch Trocken- 
gewichtsbestimmung nach Trocknen bei 100° bestimmt. Auf den 
léslichen Anteil bezogen, waren beide Praparate gleich wirksam. 

Die Anfangsspaltung von Casein und Gelatine durch Papain 
verlauft ahnlich der Spaltung durch Trypsin (siehe Versuch 1 und 2 
der vorangehenden Arbeit, 8.285). Nur die konstante Anfangs- 
geschwindigkeit, etwa die ersten 100 mm, ist fiir die Messungen ver- 
wendet worden, denn nur in diesem Gebiet kénnen quantitative Versuche 
ausgefiihrt werden. Von dem Stickstoff der EiweiBkérper, der bei 
vollstandiger Verdauung als Aminostickstoff erscheinen wiirde, sind in 
meinen Versuchen nur einige Prozente angegriffen. 

Die Bicarbonatkonzentration zu Beginn der Versuche (By) betrug 
in den Versuchen — soweit nichts anderes angegeben ist —- 1500 emm 


1 R. Willstdtter, W.Grassmann und O. Ambros, Hoppe-Seylers Zeitschr. 
f. phys. Chem. 151, 286, 1926. 

2 Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Naturwissensch. 17, 85, 1929. 

3 Siehe die vorangehende Arbeit. 
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Kohlensiure pro Kubikzentimeter Lésung. Das Gasgemisch war 
5,0 Vol.-°;, Kohlensaure in Argon. Aus der Bicarbonatkonzentration 
und dem Kohlensauregehalt des Gasgemisches kann die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung berechnet werden'. py war in den 
meisten Versuchen 7,9. 

Die Versuchstemperatur war 37,5°. Die GefaiBe hatten die Form 
der Abb. 1 oder 2. Fiir eine Versuchsreihe wurden GefaiBe von gleichem 


7 iz um Manomefer 














J A 
cela 
H 
Abb. 1. Abb. 2. 
(Gesamtvolumen 8 cem). (Gesamtvolumen 11 cem) 


Volumeninhalt benutzt, so daB die Drucke ohne Umrechnung ver- 
gleichbar waren. 

In Versuchen mit den Komplexbildnern war bei der mano- 
metrischen Messung zu beachten, das Pyrophosphat, Blausiure, Cystein 
und Schwefelwasserstoff in héheren Konzentrationen Kohlensdure 
chemisch binden kénnen. Daher ist der Quotient A Amino-N/A p 
in Gegenwart dieser Stoffe vergréBert, und zwar unter meinen Ver- 
suchsbedingungen 


fiir Pyrophosphat, wenn die Konzentration. . . > 0,5. 10~% mol. ist 
,» Blauséure, wenn die Konzentration >. «mo? a. ss 
» Cystein, wenn die Konzentration .....>2 .10-% , ,, 
» Schwefelwasserstoff, wenn die Konzentration . > 0,5.10-2 ,, ,, 


Werden diese Konzentrationen iiberschritten, so ist der Quotient 
A Amino-N/A p fiir das betreffende Milieu neu zu bestimmen. 


Il. Hemmung des Papains durch Schwermetalle. 
In GefaBe von der Form der Abb. 1 wurden je 3ccm Casein- 
losung (2°.), 0,3 cem Papainlésung (0,53 °,,) und 0,1 cem Schwermetall- 
losung hineingegeben. Die Endkonzentration des zugefiigten Schwer- 


1 Siehe S. 287. 
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metalls war 3.10-%mg pro Kubikzentimeter Lésung. 
4,5, K amino-n wi 
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2,1. 





Schwermetall ....... 
Zugefiigt als 


Druckanderungen (mm) 
nach 30 Min. 


“\mino-N? nach 60 Min. 


Hemmung in % . 


Zn Cd 
ZnSO, CdSO, 


_ Cu 
CuSO, 


+47.5,+ 85 + 24 + 15 
+ 89.5 + 16 + 48 + 30 


188 34 103 63 
82 46 67 


Ag Au Hg 
AgNO;, AuClg | HgCl, 


+ 5 +55 '> +5 
+9 149 +9 


19 19 19 
90 90 90 


In der folgenden Tabelle sind diejenigen Metallkonzentrationen 





verzeichnet, die unter den Bedingungen des vorangehenden Versuchs 
die Wirkung des Papains zu 50°, hemmen. 





Konzentration 
{Mole pro Liter 


Konzentration 
{Mole pro Liter} 


Metall Metall 


‘2 ae 4,6 .10- 
1,3. 10-5 
05.10 


1,26 . 10-5 
0,5 .1075 
0,13. 10-5 


Zink 
Cadmium 
Quecksilber 


Kupfer 
Silber . 
Gold 


Vergleicht man die Metalle innerhalb einer Gruppe des periodischen 
Systems, so steigt die hemmende Wirkung mit zunehmendem Atom- 
gewicht. Vergleicht man die Metalle innerhalb einer Horizontalreihe 
des periodischen Systems, so hemmen die Metalle der ersten Gruppe 


stirker als die Metalle der zweiten Gruppe. re 
AD 


AuBer den in der Tabelle angefiihrten Metallen habe ich noch am 
folgende Metalle untersucht, aber keine Wirkung gefunden (Konzen- 
tration der Metalle 3 . 10° * mg pro Kubikzentimeter). 


Eisen (FeSO,, FeCl,) 
Mangan (MnSQ,) 
Kobalt (CoS 0O,) 
Nickel (NiSO,) 
Aluminium (Al,(5 0 ,)3) 


Blei (Pb(N O,)s) 
Zinn (SnCl,) 
Titan (TiCl,) 
Chrom (Cr,(S8Q,)s) 
Antimon (SbCl) 


Thorium (Th(S O,).) 
Indium (InCl,) 
Iridium (Chlorid) 
Thallium (T1(NO,),) 
Uran (UO,(N O,)o) 


sch 
vol 
die 
die 





Zugesetztes Eisen war selbst in 100fach héherer Konzentration ohne Wirkung. ent 
wie 
Reversibilitat der Hemmung. der 

Fiigt man zu den Lésungen, in denen die Papainwirkung durch 
Schwermetall aufgehoben ist, Komplexbildner hinzu, so setzt die 


Spaltung wieder ein. Die Hemmung durch Schwermetall ist reversibel 


Zwei GefiBe nach Abb. 2. 
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auBerdem 2.10~2mg Kupfer, im Anhang 0,2 mg Cystein in 0,1 cem 
Wasser. v, = 4,1, vy, 6,8, Kamino-x = 3,0. 





Zeit GefiB 1 GefaB 2 

Min. r mm Druck cmm Amino-N mm Druck emm Amino-N 

20 + 21,5 64,5 -_ 3 

40 + 40 120 + 25 7,5 
Cystein in den Hauptraum 

iibergekippt 
59 + 49.5 149 +. 45 135 
60 +- 58.5 176 + 77,5 232 


200—_____——____— 








Ss 
Ss 


— 
8 


See 


> Gebildeter Amino-W(cmm) 


lama 
— > Minuten 
Abb. 3. 
Reversibilitat der Hemmung durch Schwermetall. 


Es sei erwahnt, daB man dhnliche Versuche wie die in diesem 
Abschnitt beschriebenen auch mit anderen Eiweibkérpern und_ bei 
anderer Wasserstoffionenkonzentration (H* 10~*") ausfiihren kann!?. 


Ill. Schwermetallgehalt der EiweiB- und Papainlésungen. 


Unter den Versuchsbedingungen des Abschnitts IIT ist das Papain 
schon ohne Metallzusatz zum gréBten Teile inaktiv. Denn bei Zugabe 
von Komplexbildnern steigt, wie wir in Abschnitt V sehen werden, 
die Wirkung des Papains auf mehr als das Zehnfache an. Daher mub 
die Versuchslésung in Abschnitt IJ schon hemmende Schwermetalle 
enthalten, und zwar der GréBenordnung nach in solchen Mengen, 
wie sie, zur Lésung hinzugesetzt, hemmen. Dies ist in der Tat 
der Fall. 


1 Versuche iiber die Wirkung von Zink auf Papain hat bereits 1/.Jacoby 
angestellt (diese Zeitschr. 175. 89, 1926; ISI, 194. 1927). Er schloB aus 
seinen Versuchen, da .,cyanfreies Papain nicht mit Zink reagiert*‘, und daB 
sich Papain nur in Gegenwart von Blauséiure mit Zink verbindet, indem 
die Blauséiure ,,als Bindeglied zwischen Enzym und Metall funktioniert’. 
Diese Anschauungen sind, wie aus meinen Versuchen folgt, nicht zutreffend. 
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Schwermetall in Casein. 


In 1 cem der Versuchslésung in Abschnitt IT fand ich 0,97 . 10-3 mg 
Kupfer, waihrend nach Abschnitt II Zusatz von 3 .10~3 mg pro Kubik- 
zentimeter das Papain fast vollstandig inaktiviert. Fast das gesamte 
Kupfer stammte aus dem Casein, das pro Gramm Trockengewicht 
4,9.10~? Kupfer enthielt, wihrend Papain, auf den léslichen Anteil 
bezogen, pro Gramm Trockengewicht 0,48 .10~2 mg Kupfer enthielt. 
Der Kupfergehalt der Bicarbonatlésung war zu vernachlassigen. 

Die Bestimmung des Kupfers geschah nach der Cysteinmethode!. 
Das gesamte Kupfer in der Versuchslésung war lockergebundenes 
Kupfer, denn in veraschtem und unveraschtem Material fand ich 
die gleiche Kupfermenge. 

Schwermetall in Gelatine. 

Die verwendete Gelatine [Pulvergelatine der Fabrik Tenner 
& Co., Strehla (Elbe)] war, zu 2°, in Bicarbonat gelést, gegen Papain 
bestaindig. 1 cem der 2 °,,igen Gelatinelésung enthielt 1,1 . 10-4 Kupfer, 
eine Kupfermenge, die die Bestandigkeit der Gelatine gegen Papain 
nicht erklart. Die Suche nach anderen Metallen ergab, dab die Gelatine 
groBe Mengen Zink enthielt, und zwar 0,97 mg pro Gramm Trocken- 
gewicht, also 1,94 . 10°? mg pro Kubikzentimeter der 2°, igen Lésung. 
Diese Zinkmenge erklart die Unwirksamkeit des Papains. 

Zur Zinkbestimmung wurden 1,440 g trockene Celatine im Platin- 
tiegel bei 450° im elektrischen Ofen verascht. Die Asche wog 0,0210 g und 
léste sich leicht in m/4 Salzsiure. Die salzsaure Lésung wurde heiB mit 
Schwefelwasserstoff gesixutigt, 3 Stunden stehengelassen und _filtriert. 
Nachdem der Schwefelwasserstoff aus der Lésung durch Kochen verjagt 
war, wurde das Zink nach Treadwell? aus saurer Lésung als Zinksulfid 
gefallt. Das gefallte Zinksulfid wurde auf der Zentrifuge mit 5°, iger Essig- 
saure, die mit Schwefelwasserstoff gesittigt war, gewaschen und schlieBlich 
in Wasser suspendiert. Die Suspension wurde durch einen Kohlensiéurestrom 
von Schwefelwasserstoff befreit. Die Bestimmung des Zinksulfids erfolgte 
jodometrisch nach R. v. Berg*. Ergebnis: 1,4 mg Zink. 

ZusammengefaBt ergeben die Versuche dieses Abschnitts, dab 
die Schwermetallverunreinigungen der untersuchten EiweiBkérper 
die Tatsache erkliren, daB Papain in Casein- und Gelatinelésungen 
zum gréBten Teile inaktiv ist. 


IV. Entfernung der Schwermetallverunreinigungen. 


Da EiweiBkérper selbst Schwermetalle komplex binden, so ist 
es schwierig, durch Umfiallen und durch einfaches Waschen dem Eiweil 


1 O. Warbura, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 

2 Treadwell, Quantitative Analyse, 11. Aufl., S. 121. 

8’ R.v. Berg, Zeitschr. f. analyt. Chem. 26, 23, 1887; siehe dazu Jander 
und Stuhlmann, ebendaselbst 60, 289, 1921. 
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das Schwermetall zu entziehen. Dagegen ist es leicht, dem Eiweib 
Metall zu entziehen, wenn man es mit Komplexbildnern behandelt, 

30 g Pulvergelatine werden bei 0° mit 1 Liter n/100 Kaliumeyanid 
iibergossen. Die Gelatine quillt auf etwa das 12- bis 15fache ihres 
Volumens auf. Nach 12 Stunden wird abgesaugt und die Gelatine von 
neuem in | Liter n/100 Kaliumcyanidlésung von 0° suspendiert. Nach 
je 12 Stunden wird diese Prozedur noch zweimal wiederholt. Dann 
wird einmal mit | Liter n/100 Essigsiure und achtmal mit je 1 Liter 
Wasser gewaschen. Die Waschfliissigkeit war jedesmal 6 bis 12 Stunden 
bei 0° mit der Gelatine in Beriihrung. Schon nach dreimaligem Waschen 
mit Wasser gab die Waschfliissigkeit mit Silbernitrat keine Triibung 
mehr, ein Zeichen, daB der Blausiuregehalt unter 1 mg pro Liter ge- 
sunken war. Nach dem letzten Waschen wird die Gelatine durch Er- 
warmen geschmolzen und der Gelatinegehalt der Lésung durch Be- 
stimmung des Trockengewichts (Trocknen bei 110°) ermittelt!. 

16g der gereinigten Gelatine gaben keinen wagbaren Aschen- 
ruckstand und keine meBbaren Zinkmengen. Die Gelatine war jedoch 
nicht frei von Verunreinigungen, nur arm an Metall. Sie enthielt pro 
Gramm 2,2.10 %mg Kupfer und auBerdem, wie aus den Versuchen 
des Abschnitts V hervorgeht, auch Zink. 


Spaltung von gereinigter Gelatine durch Papain. 

Wahrend die Ausgangsgelatine von Papain nicht angegriffen wurde, 
wurde die gereinigte Gelatine durch Papain gespalten. Ein Vergleich 
der gereinigten Gelatine mit einer besonders guten Gelatine des 
Handels, der Golddruckgelatine (Kahlbaum), ergibt fiir die gereinigte 
Gelatine eine sechsmal gréBere Spaltungsgeschwindigkeit. 

Fiigt man zu der gereinigten Gelatinelésung so viel Zink hinzu, 
wie in ungereinigter Gelatine vorkommt, so wird die gereinigte Gelatine 
wieder gegen Papain bestandig. 

Versuchsbeispiel. GefaBe von der Form Abb. 2. Pro GefiB 5 cem 
Gelatine in Bicarbonat (2°, Gelatine in 0,7°, Natriumbicarbonat) 





und 0,1 cem 0,5 °. ige Papainlésung. v,, = 5,1, v4 = 5,7, Kayino-x = 2.46. 
Gefib 1 Gefib 2 Gefih 3 
Ger. Gelatine 
Unger.Gelatine Ger. Gelatine + 0,06 mg Zink 


(in 5,1 eem) 


Druckanderungen (mm) 


nach 30 Min. +1 +. 23 1 () 
i : +1 L 44 0.5 
St, geen -2 + 63 +05 
ay “ers +25 + 82 +1 
Lamino-N (emm) . 6 202 25 


1 Siehe hierzu J. Loeb, Die EiweiBkérper, S. 31. Berlin 1924. 
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Reinigung der Gelatine steigerte in diesem Versuch die Papain- 
wirkung um mehr als das 30fache. Zusatz von Zinkmengen, die in 
ungereinigter Gelatine vorkommen, heben die Wirkung der Reinigung 
wieder auf. 


V. Wirkung der Schwermetallkomplexbildner. 


Wie schon lange bekannt! ist, wird durch Blausaéure und Schwefel- 
wasserstoff die Wirkung des Papains unter manchen Bedingungen 
gesteigert. Vor kurzem fand Grassmann?, daB auch Cystein wie Blau- 
siure und Schwefelwasserstoff wirkt. 


Ich habe die Wirkung von weiteren Komplexbildnern auf Papain 
geprift und gefunden, dab unter geeigneten Bedingungen viele Komplex- 
bildner wie Blauséiure, Schwefelwasserstoff und Cystein wirken. Ich 
fiihre noch drei Stoffe von verschiedener Konstitution an: Pyro- 
phosphat, 8-Oxychinolin und Citrat. 


Ferner fand ich, daB8 Blausiure oder Cystein unter geeigneten 
Bedingungen alle sechs Metalle, die Papain hemmen kénnen, Kupfer, 
Silber, Gold, Cadmium, Zink, Quecksilber, komplex binden. m/500 
Pyrophosphat oder m/20 Citrat dagegen binden nur Zink und Cadmium, 
nicht aber die iibrigen Metalle. Aus der Wirkung der Komplexbildner 
kann man daher ersehen, welche von den hemmenden Metallen in der 
EiweiB-Fermentlésung vorliegen. Steigert Pyrophosphat, so ist das 
Metall Zink (oder Cadmium). Steigert Pyrophosphat nicht, wohl aber 
Blauséure oder Cystein, so ist die hemmende Verunreinigung Kupfer 
(oder Silber, Gold, Quecksilber). 


Diese Versuche erkliren die Widerspriiche, die in der Literatur 
iiber die Wirkung der Komplexbildner auf Papain bestehen. H.C. Brill 
und R. E. Brown*® fanden eine steigernde Wirkung von Citrat, Will- 
stitter und Grassmann* fanden keine Wirkung des Citrats. In den Ver- 
suchen von Brill und Brown war offenbar die hemmende Verunreinigung 
vorwiegend Zink, in Willstdtters und Grassmanns Versuchen aber vor- 
wiegend Kupfer. Ein anderer scheinbarer Widerspruch ist die Angabe 
Grassmanns®, da Pyrophosphat die Papainwirkung nicht steigert, 
wahrend ich eine Steigerung finde. Auch hier ist der Grund fiir das 


1 LL. B. Mendel und A. F. Blood, Journ. of biol. Chem. 8, 177, 1910; 
R. Willstditter und W.Grassmann, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 
138, 184, 1924. 

2 W.Grassmann und Mitarbeiter, ebendaselbst 186, 183, 1930. 

3 H.C. Brill und R. E. Brown, Philippine Journ. of Science 20, 185, 
1922. 

4 Willstdtter und Grassmann, }. c. 


5 Grassmann, |. c. 
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verschiedene Verhalten, daB in einem Falle Kupfer, im anderen Falle 
Zink die Hauptverunreinigung war. 

Zur Methodik der folgenden Versuche sei erwaihnt, daB zuerst Papain 
mit der EiweiBlésung gemischt und dann der Komplexbildner hinzu- 
gefiigt wurde. Die Messung der Spaltungsgeschwindigkeit begann nach 
einer Ausgleichszeit von 20 Minuten, also etwa 25 Minuten nach dem 
Mischen der Reagenzien. In allen Fallen war die Ceschwindigkeit der 
Spaltung auch in den Lésungen der Komplexbildner nahezu konstant; 
die maximale Wirkung der Komplexbildner war bei Beginn der Messung 
schon erreicht}. 


Steigerung der Papainwirkung durch Pyrophosphat. 


Versuchsanordnung. Je 4ccm enthalten 60mg Gelatine (gereinigt 
nach Abschnitt1V, metallarm), 0,7 °,, Natriumbicarbonat, 0,4 mg 
Papain und verschiedene Pyrophosphatmengen. Die Pyrophosphat- 
lésung war neutralisiert (10 cem m/5 Na,P,O, + leemn HCl). Gefab- 
form Abb. 1. vp = 4, vg = 3,9. 


7 




















| Pe ee er 1 2 3 4 5 6 
Konzentr. d. Pyrophosphats 0 m/250 m 1000 m/4000 m/16000 = m/64 000 
ee ee ee 1,7 2,40 1,87 1,70 1,70 1,70 
Druckanderungen (mm) 
nach 30Min. ... | +12 +475 + 56 + 46 +255 +15 
60 9 - aw — 25 as 86 + 104 T 87.5 a a 50.5 + 31.5 
"Amino-N (emm) 
nach 60 Min. ... 42.5 206 194 149 86 53.5 
§ 
S 200 : : 
$ 
r / b - 
‘S wo ——}— + 
S 
< 120 ! t 
N | 
S 100 ae | 
© 50} 4 —§ +- 
= 
S 60%¢— —+ 
S yal 
S 40 ' 
8 zo. 
| 
t a 05-703 40-03 15-7073 
—> Yyrophosphathonzentration (Mole/Liter) 
Abb. 4. 


Steigerung der Papainwirkung durch Pyrophosphat. 


1 Siehe hierzu Willstdtter und Grassmann, 1. ec. 





298 H. A. Krebs: 


Wie der Versuch zeigt, steigt die Papainwirkung in m/16000 Pyro- 
phosphat schon auf das Doppelte. Das Maximum der Pyrophosphat- 
wirkung ist in m/1000 Pyrophosphat fast erreicht. — m/1000 Ortho- 
phosphat hat auf Papain keine Wirkung. 


Steigerung der Papainwirkung durch Blausdure. 


7 0 


Versuchsanordnung. Pro GefiB 3ccm 2°,iges Casein in 0,7 %, 
Natriumbicarbonat und 0,055 mg Papain. Ferner 1 ccm Blausaure- 





lésung verschiedener Konzentrationen. v, = 4, v,, 3,9. 
GommR . . 2. we ee eee 1 2 3 4 5 
a a erie 2,1 2,1 21 2,1 2,5 


Endkonzentr. d. Blausiure 0 m/4000 m/1000 m/250 m/65 


Druckanderungen(mm) 
nach 30Min. .. . + 2.5 +6 + 10 + 21 + 32 
- rae eae + 5 + 9,5 + 18,5 + 41 + 61,5 


” 


Lamino-N (¢mm) 
nach 60 Min. ... 10.5 20 39 86 154 
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¥10° 810° 120° 16-10% 
Blausaurekonzentration|Modle/L/ter) 


—> Apoinmirburglemm Amino-NinboMin) 


\s 


Abb. 5. 


Steigerung der Papainwirkung durch Blausture 


Steigerung der Papainwirkung durch Cystein. 


Versuchsanordnung. GefiBe nach Abb.2. Der Hauptraum der 
GefaBe enthalt je 5ccm 2°,iges Casein in 0,7 °, Natriumbicarbonat 
und 0,07 mg Papain. Im Anhang Lésung von Cystein (schwach lackmus- 
sauer). vy, = 5,1, vg = 5,8, Kamino-n = 3,0. Nachdem die Luft aus 
dem Gefa8 durch Argon und Kohlensiure ersetzt ist, wird das Cystein 
in den Hauptraum hiniibergespilt. 
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Gils ce we asevece 1 2 3 4 5 
Cysteinkonzentration | ; : P 
ern : ) ) )-3 3 ; 3 3 

(nach Mischen [Mole/Liter}]) | : saath . & 1. o 7.» 


Druckanderungen (mm) 


nach 30 Min. ... + 2.5 + 9 + 25 + 43.5 + §2.5 
Se ae +5 + 17,5 L 49 + 83,5 + 98,5 
Lamino-N (emm) 
nach 60 Min. ... 15 62.5 147 250 295 


8 
_S 

| 

{ 

| 

j 

| 

| 

J 


% %& 


%S 
i 
S 
"7 } 


S§ 8 
— 


ma 
Sy 


0 10% 20% 30% 4-0 5-03 
——> Mole pro Liter(Cystemkonzentration) 


—> Papanmrkunglemm Amino-N in60Mn, ) 
. ! 


Abb. 6. 
Steigerung der Papainwirkung durch Cystein. 


Steigerung der Papainwirkung durch Schwefelwasserstoff. 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie im Cysteinversuch. 
Der Anhang des VersuchsgefiBes enthielt Natriumsulfidlésung, die 
nach Einfillen des Gasgemisches in den Hauptraum hiniibergespiilt 
wurde. Ein Teil des Sulfids entweicht als freier Schwefelwasserstoff 
in den Gasraum, was bei der Berechnung der Sulfidkonzentration 
der Lésung zu beriicksichtigen ist. Die Verteilung des Schwefelwasser- 
stoffs zwischen Gasraum und Lésung wurde in einem besonderen 
Versuch ermittelt, indem bei gleichem py Natriumsulfid zu Phosphat- 
puffer hinzugegeben und der dabei auftretende Druck gemessen wurde. 


. H,S im Gasraum ay 
Das Verhiltnis : betrug in diesem 


Gesamt-H, 8 (einschlieBlich des Sulfids) 
Versuch '/,,. Die Papainmenge pro GeféB war 0,1 mg. 





ree aa 1 2 3 4 5 
Gesamtsulfidkonzentration \ i ? . 

72 > — 0 0-4 5.6 0-4 2.3 0-3 0.9% 0- 
(Mole/Liter) in der Lisung = | 1,4. 10 6.3 23.1 95.1 
| oe Aer are 3,0 3,0 3,0 3.0 3,5 


Druckanderungen(mm) 


nach 30 Min. ... + 6,5 + 15 + 20 + 27 + 31 
yee gromh's + 13 + 29 +- 41 + 52.5 1. §0.5 


Tamino-N (emm) 
nach 60 Min. .. . 39 82 123 157 912 
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Weitere Komplexbildner. 


Uber die Wirkung anderer Komplexbildner auf Papain sei noch 
folgendes erwahnt. 

Bei py 7,9 wurde die Geschwindigkeit der Caseinspaltung durch 
8-Oxychinolin (10~? molar) auf das 3,1 fache, die Geschwindigkeit 
der Gelatinespaltung durch m/30 Citrat auf das 3 fache gesteigert 
(gereinigte, metallarme Gelatine). 

Als Komplexbildner sind ferner die EiweiBkérper anzufiihren 
Verschiedene Eiwei®kérper sind in verschiedenem Mabe befahigt, 
Metalle komplex zu binden', Peptone beispielsweise in geringerem Mabe 
als héher molekulare EiweiBkérper. Daher geniigt zur Hemmung 
des Papains in Peptonlésungen eine geringere Gesamtkonzentration 
an Metall als in Lésungen hochmolekularer Eiweibe, und so kommt es, 
daB zwar Gelatine unter geeigneten Bedingungen von Papain an- 
gegriffen wird, daB aber die Spaltung aufhért, sobald die Gelatine 
in ,,Pepton** umgewandelt ist?. Bei der Spaltung der Gelatine steigt 
infolge Zerstérung des Komplexbildners die Konzentration an freiem 
Metall, und das Papain wird schlieBlich vollstandig inaktiviert. Erst 
wenn man erneut einen Komplexbildner zur Lésung hinzugibt, setzt die 
Spaltung wieder ein. 

Wie weit die Spaltung von EiweiBkérpern durch Papain geht, 
hangt daher von dem Metallgehalt der Lésungen ab. Ich fiihre dafiir 
folgenden Versuch an. 

Es wurde die Spaltung von Gelatine durch Papain bei verschiedenen 
Metallkonzentrationen gemessen, bis die Spaltung zum Stillstand kam, 
d.h. bis die Spaltungsgeschwindigkeit auf unter ein Hundertstel der 
Anfangsgeschwindigkeit abgesunken war. Die erhaltenen Endwerte 
waren folgende: 





Pro cem Lésung zugefiigtes Metall: 1,6.10-3 mg Cu 10-2 mg Cu 


(in 0,7 % Natriumbicarbonat gelést) ge- | 
bildeter Aminostickstoff (Kndwerte) in | 
cmm 


In leem 2% iger gereinigter Gelatine 
568 282 10 


Hemmung der Papainwirkung durch Metalle in Gegenwart von Komple-x- 
bildnern. 

Versuchsanordnung. Jedes VersuchsgefaB enthielt 3ccm 2° iger 

gereinigter, metallarmer Gelatinelésung in 0,7 °, Natriumbicarbonat 

und 0,lcem Schwermetallésung. Die Konzentration der Komplex- 


1 Siehe hierzu H.v. Euler und O.Svenberg, Fermentforschung 4, 
142, 1920. 
2 Willstatter und Grassmann, 1. c. 
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bildner ist in der folgenden Tabelle angegeben. v,. 3,1, o%, = 4,8. 
Die Druckanderungen waren von der gleichen GréBenordnung wie im 
Versuch des Abschnitts II. Ich beschranke mich daher darauf, in 
der folgenden Tabelle nur die Ergebnisse, die prozentischen Hem- 
mungen, anzufiihren. 





Papainmenge pro GefiB ...... Img 0,25 mg 0O,l mg 0,1 mg 0,25 mg 








Hemmungen durch Metallzusatz in Gegenwart von 





Metall Konzentration — m/100 m/50 m/20 

des Metalls phosphat Cystein Blausture Citrat 

Kupfer . . | 3.10-% mg procem wo | ee oe | -.2 
oe. 2s ee ss cS lS == ese 23= 
Gold... (8.007? , , olive "2 oe >s 
Zink ... (6.1077, , o If &B | 27% mptinate 30% 
Cadmium . 6.107% , , ; ca) 61%, | ' 65 % 
Quecksilber 3.1073 . , oy | 7 fast vollst. fast vollst 


Man ersieht aus der Tabelle, daB Blausdiure und Cystein die Wirkung 
der sechs Metalle fast vollstandig aufheben, wihrend Pyrophosphat 
und Citrat die Hemmung durch Zink zu etwa drei Vierteln, die Hemmung 
durch Cadmium zu etwa einem Drittel aufheben und die Wirkung 
der tibrigen Metalle nicht beeinflussen. 


Vergleich der Komplexbildner. 

Vergleicht man die maximale Wirkung des Papains in Cystein- 
lésungen (m/100 Cystein) und in Blauséurelésungen (m/50 Blausiure), 
so findet man etwa die gleiche Wirkung (s. folgende Tabelle). In Pyro- 
phosphat dagegen fand ich, wie nach dem Vorangehenden zu erwarten 
war, die maximale Wirkung geringer als in Cystein und Blausaure, 
da die Gelatine nach Abschnitt IV Kupfer enthielt und Pyrophosphat 
die Kupferhemmung nicht aufhebt. 


Tabelle. 
Vergleich der maximalen Wirkung des Papains in Cystein-, Blausiure- und 
Pyrophosphatlésungen. Pro GefiB 3 ccm 2° ,ige Gelatine; 0,05 mg Papain;: 
0,3cem Lésung des Komplexbildners. 





m/100 m/50 m/500 
Cystein Blausdure Pyrophosphat 
Lamino-n (emm) nach 40 Min. . . . 72 80 21 


VI. Versuche mit papainihnlichen Fermenten (Bromelin, Kathepsin). 


Andere proteolytische Fermente, deren Wirkung durch Blausaure 
oder Schwefelwasserstoff ,,gesteigert’‘ wird, sind, wie W illstdtter, Grass- 
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mann und Ambros! fanden, das ,,Bromelin’’ aus Ananasfriichten, ferner 
wie Grassmann und Dyckerhoff? fanden, ,,Proteinase‘‘ aus Hefe, ferner 
wie Waldschmidt-Leitz, Schaffner, Bek und Blum® fanden, das in det 
meisten tierischen Organen vorkommende ,,Kathepsin‘* +. 


Ich habe Bromelin und Kathepsin untersucht und gefunden, dal 
der Mechanismus der Blausiure- und Schwefelwasserstoffwirkung hier 
der gleiche ist wie beim Papain®. 


1. Versuch mit Bromelin. 


PreBsaft aus reifen Ananasfriichten wurde im Faust-Heimschen 
Apparat bei 30° zu einem dickfliissigen Sirup eingedickt und diente als 
Fermentmaterial. Substrat war Gelatine (2°,ige Loésung in 0,7 ° 
Natriumbicarbonat). Die Messung der Spaltungsgeschwindigkeit 
geschah manometrisch in GefaBen nach Abb. 1. Jedes GefiB enthielt 
3cem Gelatinelésung und 0,2 cem Fermentlésung (= 8,3 mg Trocken- 
gewicht). Gas: 5,0 Vol.-°,, Kohlensaure in Argon, 37,5°. K yiino-x = 1,7. 





Mans ee eos 6% 1 2 3 4 
Gelatiocloees 3cem gereinigte 3 com Soom 
< Sung | ‘ g 9g ungereinigte ungereinigte 


——— Gelatine Gdlistian Gelatine 
1,5 .10-3 mg 
vert cae. Kupfer — m/1200 Cystein 
procem Lésung 


Druckanderungen (mm) 


nach 10 Min. + 22 +2 2,5 + 26,5 
<— a + 41,5 + 4,5 +45 + 48 
nach 20 Min. 
m/600 Cystein 
zugegeben 
Srigtixcs + 56,5 + 42 55 4+ 61,5 
T amino-N nach 20 Min. 
| ee er ae 71 8 8 82 


! R. Willstdtter, W.Grassmann und O. Ambros, Hoppe-Seylers Zeitschr 
f. phys. Chem. 151, 286, 1926. 

2 W. Grassmann und H. Dyckerhoff, ebendaselbst 179, 41, 1928. 

3 BE. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek und E. Blum, Natwi 


wissensch. 17, 85, 1929 und Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 18s. 


171, 1930. 


4 R. Willstdtter und E. Bamann, ebendaselbst 180, 127, 1928; 185. 


267, 1929. 


5 Siehe hierzu die Versuche von M. Jacoby und seinen Mitarbeiter 


iiber die Wirkung von Schwermetallen und Komplexbildnern auf Trypsin. 


Pepsin und Urease, diese Zeitschr. 17, 156, 1909; 140, 148, 158, 1923; 175 
79, 1926; 181, 194, 1926; ferner die Versuche von H. v. Euler und K. M yrbdc 
mit Saccharase, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 158, 160, 1926. 
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2. Versuch mit Kathepsin. 


2 g frischer Kaninchenmilz wurden mit Sand zerrieben und nach 
Waldschmidt-Leitz und Deutsch! mit 4ccm saurem Glycerin (100 cem 
Glycerin vom spez. Gew. 1,23 + 0,6 ccm 20°,ige Essigsiure) 4 Stunden 
lang extrahiert. Der zentrifugierte Glycerinextrakt diente als Ferment- 
material. Substrat war 2°,ige Gelatinelésung in m/6 Acetatpuffer 
von py 4,0. Je 6cem Versuchslésung enthielten 0,5 ccm des Glycerin- 
extrakts. Die Messung der Spaltungsgeschwindigkeit geschah durch 
Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke?. Temperatur 37,5". 





SE Sa ae ee ee eS 1 2 3 4 
Gereinigte Gereinigte Gereinigte Ungereinigte 
Gelatine Gelatine Gelatine Gelatine 
17,0. 10-3 mg 1,7 . 10-3 mg 
V/ "Se a a ee Kupfer Kupfer 


procem Lisung procem Lisyng 


In 4Std. in 6cem Lésung | 
gebildeter Aminostickstoff in 1050 0 190 287 
emm (0°, 760 mm) 
nach 4 Std. mit 
Cystein versetzt 
|Cysteinkonz. 
m/60) 
_— 1050 — — 


Die angefiihrten Versuchsbeispiele zeigen, da Bromelin und 
Kathepsin ebenso wie Papain durch Schwermetalle reversibel gehemmt 
werden und da8 infolgedessen unter geeigneten Bedingungen Reinigung 
der Lésungen oder Zusatz von Komplexbildnern (Cystein) das Ferment 
,aktivieren‘“‘. Bemerkenswert ist, daB Kupfer* und Cystein* in den 
Konzentrationen, die wirksam sind, in den Geweben vorkommen. 


1 EB. Waldschmidt-Leitz und W. Deutsch, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. 
phys. Chem. 167, 285, 1927. 

2 D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 88, 425, 1929. 

3 O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927; 190, 143, 1927; C. W. 
Lindow, W. H. Peterson und H. Steenbock, Journ. of biol. Chem. 84, 419, 1929. 

4 H. E. Tunnicliffe, Biochem. Journ. 19, 194, 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 220. 20 











Uber die Fettsiureester des Cholesterins. 
Yon 
Irvine H. Page und Herman Rudy. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 24. Februar 1930.) 


Die Fettsiureester des Cholesterins gehéren zu den Substanzen, die 
im tierischen Stoffwechsel ganz verschiedene Eigenschaften zeigen, 
indem sie teils auBerordentlich stabil, teils aber auch ganz labil sind. 
Diese beiden Eigenschaften zeigen sich z. B. in der Dauerablagerung 
von Estern in den GefaiBwanden bei Arteriosklerose einerseits und in 
der leicht beweglichen Ablagerung in der Rinde der Nebennieren 
andererseits. Es gibt aber bis jetzt noch keinen Beweis dafiir, daB in 
beiden Organen chemisch identische Ester vorhanden sind. Daher 
mu man in der Beurteilung dieser Frage vorsichtig sein. Dab die 
Eigenschaften der Ester je nach der Fettsiure verschieden sind, scheint 
selbstverstandlich, und doch betrachten sie viele Forscher aus Gewohn- 
heit nur als Substanzgruppe und nicht als einzelne, selbstandige 
Individuen. Eine Durchsicht der Literatur zeigte, daB keine 
systematische Untersuchung hieriiber vorlag. Im Hinblick hieraui 
und in Anbetracht ihrer mannigfaltigen Bedeutung im tierischen Stoff- 
wechsel haben wir eine gréBere Anzahl dieser Substanzen synthetisch 
gewonnen. Die physiologische Untersuchung konnte leider bis jetzt 
noch nicht in Angriff genommen werden, weshalb wir spater dariiber 
berichten werden. 


Darstellung der Cholesterinester. 


Die dargestellten Ester zerfallen ihrem chemischen Charakter nac} 
in solche gesittigter und ungesiattigter einbasischer sowie gesittigter 
zweibasischer Séuren. Versuche zur Gewinnung von Cholesterinestern 
von Oxysauren schlugen leider fehl (siehe spater). 

Die von uns gewonnenen Ester der einbasischen gesiattigten Fett 
siuren waren bis auf das Lignocerat bereits bekannt [Jaeger (1)]. Das 
Formiat wurde nach Menozzi (2) aus Cholesterin und Ameisenséure 
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vewonnen, die iibrigen Ester bis zum Valerat mit Hilfe der Anhydride 
oder Chloride, vom Kapronat bis zum Stearat direkt aus Saiure und 
Cholesterin unter LuftausschluB bei 200°. Das Lignocerat konnte 
allerdings nicht auf diese Weise gewonnen werden, da der Umsatz 
auch bei gréBerem SaureiiberschuB nur unvollkommen war und das 
Gemisch von Saure, Cholesterin und Ester sich nur schwer trennen 
lie3. Daher wurde das Chlorid verwendet. Der Ester wurde durch 
halbstiindiges Erhitzen des Chlorids mit Cholesterin im Stickstoff- 
strom auf 85 bis 90° erhalten. 

Von den einfach ungesittigten Estern konnten Undecylenat, 
Oleat, Elaidinat! und Erukat aus freier Siure und Cholesterin ge- 
wonnen werden. 

Bei der Petroselinséure [ Vongerichten und Kéhler (4), Hilditsch wad 
Jones (5)), Steeger und van Loon (6)| war der Umsatz jedoch unvoll- 
kommen, weshalb wir wiederum zum Chlorid griffen, das hie etwas niaiher 
beschrieben sei, da wir in der Literatur nichts dariiber finden konnten. 
Es wurde aus Saure und Thionylchlorid gewonnen und ist eine farblose, 
siurechloridartig riechende, wasserhelle Fliissigkeit, die bei 156° und 
3mm wtbergeht. Zur Charakterisierung wurden neben der CH-Be- 
stimmung die Jodzahl? (82,6 statt 84,4) und die ,,Verseifungszahl* 
herangezogen. Der Cholesterinpetroselinsaureester konnte dann leicht 
aus dem Chlorid und Cholesterin durch Erwairmen auf 70 bis 80° im 
Stickstoffstrom dargestellt werden. 

Von den Estern mehrfach ungesiattigter Sauren schienen uns 
besonders das Linolat und Linolenat wichtig. Auch hier fiihrten die 
Versuche mit den Sauren selbst nicht zum Ziele, weshalb erst die 
Chloride dargestellt wurden. Sie sind bis jetzt noch nicht beschrieben 
worden®. Man gewinnt sie aus den Saéuren und Thionylchlorid. Linol- 
saurechlorid siedet bei 167 bis 168° und 2,5 mm, Linolensaurechlorid 
bei 170 bis 171° und 2,5 mm Durck (Bad 190°). Beide Chloride sind 
wasserhelle, etwas widerlich riechende Fliissigkeiten, die sich bald unter 
Entwicklung von Salzsiure zersetzen. Die Identifizierung geschah 
wiederum durch Verbrennung und Bestimmung der Verseifungs- und 

1 Der Cholesterin-elaidinsiureester ist von Panzer (3), der ihn in der 
groBen weiBen Niere vermutete, bereits friiher beschrieben worden. Sein 
Ester diirfte indessen nicht ganz rein gewesen sein, da unser Produkt, das 
nach verschiedenen Richtungen analysiert wurde, bei 65 bis 66° schmilzt, 
wihrend Panzer 47° angibt. 

2 Zur Bestimmung der Jodzahl von Saurechloriden haben wir die von 
Gelber und Béeseken(7) etwas abgeiinderte Marschallsche Lésung von 
Chlorjod in Tetrachlorkohlenstoff benutzt. 

% Die I. G. Farbenindustrie scheint diese beiden Chloride in Lésung 
dargestellt zu haben. Chem. Centralbl. 1925, I, 2731. Von einer Isolierung 
ist uns nichts bekannt. 


20* 
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Jodzahlen. (Jodzahl von Linolchlorid 168,9 statt 169.9, von Linolen 
chlorid 261,2 statt 256,6.) Zur Darstellung der Ester wurden Cholesteri: 
und Chlorid im Stickstoffstrom auf 70 bis 80° erwarmt. 

Von den Estern der zweibasischen Sauren wurden soweit al: 
méglich Mono- und Di-Ester dargestellt. Bei Oxal- und Bernsteinsaure 
wurden die kauflichen Chloride, sonst die Saiuren verwendet (Glutar-?, 
Adipin- und Korksaure). Im allgemeinen wurde so verfahren, dal} 
Chlorid oder Saure in groBem UberschuB8 waren, wodurch alles Chole 
sterin umgesetzt wurde. Das Gemisch der beiden Ester lieB sich durch 
heiBen, 95 ° igen Alkohol, in welchem die Mono-Ester leicht, die Di-Este: 
jedoch kaum léslich sind, leicht trennen. Die Mono-Ester wurden teils 
als solche aus dem Alkohol auskristallisieren gelassen, teils als Natrium- 
oder Silbersalz daraus gefallt und durch Zersetzung der Salze mit 
verdiinnten Sauren wiedergewonnen. 

An Oxysauren versuchten wir zunachst Di- und Tetra-oxystearin 
siure, indem wir die Komponenten einfach zusammen erhitzten. Abe: 
die Veresterung war stets so gering, daB der gréBte Teil des Ausgangs- 
materials wieder zuriickgewonnen werden konnte, trotzdem wir sehr 
kraftige Reaktionsbedingungen anwandten (3 bis 5 Stunden bei 220) 
bis 225°). 

Milchséure reagiert mit Cholesterin ebenfalls nicht in dem ge- 
wiinschten Sinne. Man erhalt bei der Einwirkung der Saéure auf Chole- 
sterin stets nur Produkte, die viel freies Cholesterin enthalten. Ebenso- 
wenig hatten wir mit dem Silbersalz und Cholesterinchlorid Erfolg. 
Das Chlor sitzt hier zu fest, so daB man stets bei héherer Temperatur 
arbeiten mu, wobei sich das Silberlactat jedoch bereits zersetzt. Es 
blieb nun noch der Weg iiber das Acetylmilchsiurechlorid. Trotzdem 
auch hier die Reaktion nicht ganz einfach vor sich ging, gelang es uns, 
den Acetyimilchsaiurecholesterinester zu fassen. Aber die Abspaltung 
der Acetylgruppe ohne gleichzeitige Verseifung gelang uns nicht. 
Alkalische Mittel sind zu kraftig und spalten den ganzen Ester aul, 
saure Mittel, wie Salzsaure greifen nicht an. Wir muften uns daher auf 
die Darstellung des Acetylmilchsaureesters beschrinken. 

Ahnliche Erfahrungen machten wir bei der Ricinolséure. Es sah: 
zunachst aus, als ob man den Ester direkt aus der Saure und Cholesterin 
darstellen kénnte. Die Digitoninprobe zeigte jedoch, daB mindestens 
40 bis 45°, des erhaltenen Produktes freies Cholesterin waren. Da die 
Substanz auBerdem stark sauer reagierte, diirften wohl saure Konden- 
sationsprodukte der Ricinolséure in groBer Menge dabei sein. Da 
mehrere andere Versuche zum gleichen Ergebnis fiihrten (auch bei 


1 Der Bernsteinséure-monocholesterinester ist vielleicht nicht ganz 
rein. Es wurde nur einmal eine geringe Menge erhalten. 
2 Glutar-monoester konnten wir nicht zum Kristallisieren bringen. 
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\ufarbeitung der Mutterlaugen), dachten wir daran, den Ester mit 
Hilfe des Acetylricinolsiurechlorids darzustellen. Es ergab sich daraus 
die Notwendigkeit, erst nach einer brauchbaren Darstellungsmethode 
fir die Acetylricinolsiure selbst zu suchen, da sie als eindeutige Ver- 
bindung noch nicht in der Literatur beschrieben ist. Nach mehrfacher 
Behandlung mit Essigsiureanhydrid und Pyridin gelang es, aus Ricinol- 
siure eine Verbindung zu erhalten, die wenigstens zum gréBten Teile 
aus der gesuchten Saure bestand (die CH-Werte liegen nur noch wenig 
iiber den berechneten). Mit Thionylchlorid ist aus diesem Produkt ein 
Chlorid zu erhalten, das sich in Hochvakuum destillieren 148t und, mit 
Cholesterin in der iiblichen Weise behandelt, den gesuchten Ester gibt. 
Er bildet anfangs ein dickes, schwach gelbliches Ol, das allmahlich zu 
kristallisieren beginnt. Auch die Acetylricinolsiure selbst ist von 
diesem Chlorid aus zuganglich. Von kalter Natronlauge wird es verseift 
und die dabei resultierende Saure als farbloses Ol erhalten, das nach 
kurzer Zeit zu kristallisieren beginnt. Verseifungszahl, Saurezahl und 
CH-Bestimmung zeigen den berechneten Wert. 

Die Verseifung aller Acetylprodukte der Ricinolsiure geht aber 
sehr langsam vor sich. Schon bei der Saure ist siebenstiindige EKin- 
wirkung von n/10 Kalilauge bei Wasserbadtemperatur nétig. Fiir den 
Ester gilt daher schon das bei der Aectylmilchséiure Gesagte, eine 
Abspaltung der Acetylgruppe ohne vorherige Verseifung war nicht 
méglich!. 

Versuche, die Ester von Malein-, Fumar-, Apfel- und Brenztrauben- 
siure entweder direkt aus den Saéuren oder mit Hilfe der Silber- und 
Bleisalze und Cholesterinchlorid zu gewinnen, fiihrten ebenfalls nicht 
zum Ziele?. 

Eigenschaften der Cholesterinester. 

Zur Identifizierung der Ester wurden neben der C H-Bestimmung 
auch die Jodzahl, die allerdings mit Vorsicht zu gebrauchen ist, sowie 
die Verseifung mit alkoholischer Natronlauge herangezogen, wobei die 
auftretende freie Saure bestimmt wurde. Bei den Monoestern wurde 
zur Kontrolle noch mit alkoholischer Natronlauge titriert. Die meisten 
Ester zeigen ein gutes Kristallisationsvermégen. Nur Olsiure- und 
Erukasaureester kristallisieren schwieriger. Petroselinester wurde nur 
fliissig erhalten. Linol- und Linolenester waren anfangs fliissig, wurden 
aber bald wachsartig fest. 


1 Die Versuche iiber Milchséure- und Ricinolsiureester wurden mit- 
bearbeitet von M. Biilow. 

2 Die von Gaubert (8) beschriebenen Verbindungen von Cholesterin mit 
Wein-, Apfel-, Milch-, Malein- und Malonsiure sind demnach keine Ester, 
wohl aber mit groBer Wahrscheinlichkeit Molekiilverbindungen, da gerade 
das Cholesterin sehr dazu neigt. 
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Die Liebermann-Burchardtsche Farbenreaktion tritt bei alle: 
dargestellten Estern auf, wenngleich die Farbenumschlige in ver 
schiedenen Zeiten zustande kommen. Auffallend ist bei den Ester 
der zweibasischen Sauren das herrliche Farbenspiel der erstarrende: 
Schmelzen, welches den fliissig-kristallinen Zustand anzeigt. 

Die charakteristischen Konstanten der Ester sind in der Tabelk 
auf folgender Seite zusammengestellt. 

Wie man leicht ersieht, fallt das [a], in homologen Reihen mit 
steigendem Molekulargewicht der Saiure. Auch fiir die Schmelzpunkt« 
ergibt sich dieselbe Beziehung. Fiir den Linol- und Linolensaurester 
hatten wir — aus der Tatsache, daB das Cholesterinstearat bei 82,5°, 
das -oleat bei 44,5° schmilzt, riickschlieBend —- Fliissigkeiten erwartet 
Tatsaichlich wurden beide Ester zunichst in fliissigem Zustande ge- 
wonnen. Ob das nachtragliche Festwerden auf Polymerisation beruht, 
wozu bekanntlich die Derivate der beiden Sauren sehr leicht neigen, 
oder ob es sich nur um eine Verzégerung der Kristallisation handelt, 
wollen wir hier nicht weiter erértern. Das chemische Verhalten ist 
jedenfalls im groBen ganzen gleich geblieben. 

Nicht ganz einfach war die Frage der Bestimmung der Jodzah/ 
der Cholesterinester. Wahrend die Ester der gesattigten Sauren, sowohl! 
der ein- wie der zweibasischen, nach der Rosenmund-Kuhnhennschen (15) 
Methode in einer von uns eingefiihrten Halbmikroausfiihrung richtige 
Zahlen ergaben, machten die der ungesattigten Sauren einige Schwierig- 
keiten. Das ist an und fiir sich gar nicht verwunderlich; denn die 
Methode gibt bei mehrfach ungesattigten Sauren schlechte Zahlen 
(vgl. experimentellen Teil). 

Die Wijssche (16) Methode, die gerade fiir mehrfach ungesattigte 
Sauren gut brauchbar ist (17), ist auf Cholesterinester ebensowenig 
wie auf Cholesterin selbst anwendbar, denn auch unter Beriicksichtigung 
der Substitution erhalt man fiir die ,,wahren Jodzahlen“ ganz un- 
brauchbare Werte. Auch die anderen Methoden, wie z. B. die Margosches- 
sche, Hanussche und andere, scheiden fiir die Cholesterinester aus, wie 
D. Holde und A. Gorgas (18) auch fiir Cholesterin selbst feststellen 
konnten. Infolgedessen blieb fiir die Cholesterinester nur die Rosen- 
mundsche Pyridinsulfat-Brommethode, die nach einigen Abanderungen 
schlieBlich auch ganz brauchbare Werte gab. Undecylen- und Elaidin- 
siureester gaben nach der gewdhnlichen Arbeitsweise sofort gute 
Resultate, Olsdure- und Petroselinsiureester dagegen etwas zu niedrige. 
Bei Linol- und Linolenséiureester muBte zur Erzielung brauchbare: 
Resultate ein sehr groBer Uberschu8 an Halogen und lange Einwirkungs- 
dauer gewaihlt werden. Man kann also unter bestimmten Bedingungen 
die Pyridinsulfat-Brommethode auch fiir die Cholesterinester der un- 
gesattigten Saiuren anwenden. 


IKwonstanten der Cholesterinester. 
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H. Rudy: 


Die Léslichkeit der Ester in organischen Lésungsmitteln interessiert: 
uns wegen der physiologisch-analytischen Ziele ganz besonders. Wit 
haben daher auch einige quantitative Bestimmungen durchgefiihrt, dis 
im folgenden mitgeteilt seien. 


Loéslichkeit der Cholesterinester. 





os 


o 


” 





Ester 


Cholesterin-formiat 


-acetat 
-propionat 
-butyrat 
-isobutyrat 
-valerat . 
-isovalerat. 
-kapronat . 
-kaprylat 
-kaprinat 
-laurinat 
-myristinat 
-palmitat 
-stearat . 
-lignocerat 
-undecylenat 
-oleat. . . 
-elaidinat . 
-petroselinat . 
-erukat . 
-linolat . 
-linolenat . 
-oxalat mono- 
vi di- 
-succinat di-. 
-glutarat di-. 


-adipinat mono- 


‘ di- 
-suberat mono- 
< di- . 


Alkohol 


bei 20° 


0.6 
0.5 
0.4 
0,4 
0,4 
0.4 
0,4 
0,3 
0,2 
0,1 
0,1 
0.03 
0,03 
0,03 
0,2 
0.1 
03 
0,1 


0.6 


“Ibo 


0, 
0, 
0, 


ao 


1,0 
0.03 
0,06 
0,04 
1,9 
0.06 
0,4 
0,02 


Geliste Menge (in g) in 100 cem 


siedendem Aceton siedendem 

Alkohol bei 20 Aceton 
11.9 6,2 37,2 
8.7 2,5 13,4 
5.1 2,3 10,1 
4.5 2.3 13.3 
3.1 1,0 8,3 
5,2 1,3 7,0 
4,7 1,0 6.4 
37 0.6 4.4 
2.3 0,6 3,2 
1.7 0.5 3.6 
13 03 2.4 
1.0 0.2 3.3 
1,0 0,1 2.4 
0.7 0.1 1.0 
0.8 03 1.7 
4,1 1,1 9.9 
1.4 2.4 7,2 
1.7 0,4 6.4 
1.6 1.6 3.5 
1.6 1.4 6.8 
1,6 1.8 3.8 
2.1 1,9 4.1 
17,1 6.4 18,5 
0.3 0.07 0.5 
0.2 0.04 0.5 
0,2 0,03 0.4 
7,3 1,3 42 
0.2 0,03 0,3 
5,1 0,7 5,2 
01 0.04 0.3 


Die Werte in siedendem Lésungsmittel sind etwas unsicher. 


Man ersieht ganz deutlich die Abnahme der Léslichkeit in homologen 
Reihen mit steigendem Molekulargewicht der Saure. Die ungesattigten 
Ester lésen sich leichter als die gesattigten gleicher Kohlenstoffzahl. 
Auffallend gering ist die Léslichkeit der Di-Ester, waihrend in der Reihe 
der Mono- Ester das Oxalsaurederivat sich durch hche Zahlen auszeichnet. 

In Ather sind alle Ester leicht léslich mit Ausnahme der Di-Ester 
die sich, wie oben erwahnt, auch gegen Alkohol und Aceton derart ver- 
halten. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei Essigester und Petrolather. 
Auch hier nimmt der Oxal-mono-Ester eine Ausnahmestellung ein. In 
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Essigester sind die Mono-Ester jedoch ziemlich leicht léslich. Die quan- 
titativen Verhaltnisse sind aus folgender Tabelle ersichtlich. 


Léslichkeit der Ester der Dicarbonsiuren. 


Geléste Menge (in g) in 100cem bei 20°. 





Ather Essigester Petrolither Cholesterinester 
leicht loslich 22,0 16,6 Oxal-mono- 
0,7 0,4 0.4 »  -di- 
0,7 0,4 0.3 Bernstein-di- 
0.6 0.3 0.3 Glutar-di- 
leicht léslich 3.3 0,7 Adipin-mono- 
0,4 0,3 0,2 fe -di- 
leicht léslich 2.0 04 Kork-mono- 
0.4 0,2 0,2 -di- 


In Ligroin lésen sich die oben angefiihrten Ester bei Zimmer- 
temperatur nur mabig, leichter dagegen beim Siedepunkt. In Chloro- 
form und Dichlorathylen lésen sich alle Ester (auch die der zweibasischen 
Sauren) leicht. Schwer léslich sind die Di-Ester in Tetrachlorkohlenstoff. 
Pyridin lést auBer den Di-Estern alle Cholesterinester bei Zimmer- 
temperatur mehr oder minder leicht. LEisessig ist fiir alle Ester ein 
schlechtes Lésungsmittel. In Wasser sind auch die Estersiuren und ihre 
Natriumsalze unléslich. 

Beziiglich des chemischen Verhaltens interessierte uns vor allem 
die Widerstandsfaihigkeit gegen Alkali, spielt sie doch bei allen Be- 
stimmungsmethoden eine groBe Rolle. Besonders ein Punkt verdient 
besondere Beachtung: bei der Extraktion von Cholesterin bzw. Chole- 
sterinestern aus Geweben und besonders aus Serum ist man meistens 
gezwungen, eine Vorbehandlung mit Natronlauge vorzunehmen, da 
sonst die Extraktion unvollstindig ist. Die Art der Alkalibehandlung 
muB sich selbstverstandlich nach der Widerstandsfahigkeit der Ester 
richten. J. Fex (19) hat eine gréBere Untersuchung iiber die Bestindig- 
keit der Cholesterinester (er arbeitete hauptsdchlich mit dem Oleat) 
gegeniiber stirkeren Laugen (10 bis 20°.) angestellt und ist zu dem 
Ergebnis gekommen, da sie zu stark sind und die Ester wenigstens 
teilweise verseift werden. Er schlug statt dessen dreistiindiges Stehen 
der Gewebe mit 2°. iger NaOH bei Zimmertemperatur und darauf- 
folgendes halbstiindiges Erhitzen auf dem Wasserbad vor. Uns schien 
diese Methode fir Ester mit reaktionsfahiger Siuregruppe doch etwas 
zweifelhaft und wir untersuchten daher unsere dargestellten Praparate 
daraufhin. Die Versuche zeigten, da$ tatsichlich nur in einigen be- 
sonderen Fallen die Ester verseift werden, wahrend alle anderen un- 
angegriffen bleiben. Eingetretene Verseifung lieB sich mittels der 
Digitoninfallung nachweisen beim Formiat, bei Oxal-mono- und -di-Ester, 
sowie bei den tibrigen Mono-Estern. Die Ameisen- und die Oxalsiure 
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zeichnen sich in ihren homologen Reihen bekanntlich durch weit gréBere 
Reaktionsfahigkeit gegeniiber den anderen Gliedern aus, weshalb auch 
das Verhalten ihrer Ester leicht zu begreifen ist. Bei den Mono-Estern 
diirfte wohl die teilweise Lésung in der heiBen Lauge die Verseifung 
beschleunigen. Da wir vorlaufig noch keine Anhaltspunkte beziiglich 
des natiirlichen Vorkommens dieser weniger widerstandsfihigen Ester 
haben, ist gegen die Methode von Fex nichts weiter einzuwenden. 

Im Zusammenhang damit interessierte uns noch die Verseifungs- 
geschwindigkeit der verschiedenen Ester in alkoholischer Kali- bzw. 
Natronlauge. Zunachst wurden Versuche mit n/10 alkoholischer KOH 
bei 37° im Thermostaten unternommen, wobei jedoch ein Zusatz von 
Hexan zur vollstandigen Lésung nétig war, da Alkohol allein viel zu 
schlecht lést. Alkoholische Natronlauge wirkt, wie Versuche an ver- 
schiedenen Estern zeigten, ebenso schnell. Der Fortschritt der Ver- 
seifung wurde an dem Verbrauch der Lauge gemessen, wobei so ver- 
fahren wurde, daB zu der herauspipettierten Menge ein Uberschul 
von n/10 Salzsiure gegeben und dann mit n/20 alkoholischer Natron- 
lauge zuriicktitriert wurde. Der Gehalt an Alkohol wurde stets iiber 
40°, meist bei 60°,, und mehr gehalten, so daB keine Hydrolyse ein- 
treten konnte (Kanitz). 


Verseifung der Cholesterinester. 





In 5cem beim | In 5 cem beim 


minwage | geageares | gwiilichen, | vssctaee 
Ester in 25cm | fundene Sture-|rechnete Siure- Endpunkt 
menge mnenge 
g g | g Std. 

Cholesterin-formiat . . ... 0,1990 0,0043 0,0042 1 

bs ra 0,1854 0,0052 0,0052 21, 

7 -propionat .... 0,1836 0,0061 0,0061 4 

* -patyrat.. ©... 0,1810 0,0071 0,0070 6 

% -isobutyrat. . . . | 0,2454 0,0095 0,0095 30 

id Se 0,1800 0,0078 0,0078 7 

. -isovalerat . . . . 0,2236 0,0097 0.0097 60 

ss -kapronat .... 0.2168 0,0101 0,0104 6 

. -kaprylat. .... 0,2036 0,0110 0,0115 6 

‘ “mepwmet. . . . 0,2240 0,0137 0,0143 8 

-laurmat. .... 0,2036 0,0143 0,0143 s 

‘s -myristinat. . . . | 0.2472 0,0184 0,0189 8 

s -palmitat .... 0,1944 0,0157 0,0160 8 

» -stearat hapa 0,2116 0,0175 0,0176 8 

3 -lignocerat . . . . 0,0522* 0,0052 0,0052 10 

‘ -undecylenat . . . | 0,1978 0,1242 0,0132 6 

- a 0,1986 0,0173 0,0172 5 

“ -elaidinat . ... 0,1986 0,0171 0,0172 6 

‘ -petroselinat . . . 0,1986 0,0171 0,0172 9 

e ee 0,1534 0,0143 0,0143 5 

‘s . are 0,1224 0,0104 0,0106 10 

-linolenat .... 0,2064 0,0175 0,0178 12 


Wegen der geringen Lislichkeit konnte nur diese Menge eingewogen werden. 
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In der vorstehenden Tabelle sind die wichtigsten Daten der Ver- 
seifungsversuche niedergelegt, wobei jedoch nur die Endtitrationswerte 
und die zur vollistandigen Verseifung nétige Zeit angegeben sind. 


Da bei den zweibasischen Séuren eine Berechnung der in den 
Zwischenstufen auftretenden Siuremenge in Gramm keinen Sinn hat, 
haben wir in Kubikzentimeter gerechnet. 
die Resultate in Kubikzentimeter angegeben. 


Es seien daher auch hier 


Verseifung der Cholesterinester der Dicarbonsauren. 





Fiir 5 cem beim 
ungefihren 


Fiir 5 eem be- 
rechnete Menge 


Linwage ; : at: . ‘ 
Choteterinester | fy Seen | BARRA vee, OKOH et Ungetuhr 
n/l0 KOH Endpunkt ‘ 
£ ecm ecm 
Oxal-mono- . 0,0532 0,462 0,463 15 Min. 
ae 0,0412 0,248 0,249 2 , 
Bernstein-di- 0,0422 0,244 0,245 11/, Std. 
Glutar-di- 0,0432 0,248 0,249 1}/, 
Adipin-mono- . 0.0712 0,530 0.552 4 : 
a -di- 0.0364 0.204 0.206 4 a 
Kork-mono- ge — _- 
a 0.0428 0,258 0,255 6 


Bemerkenswert ist die Abnahme der Verseifungsgeschwindigkeit 
in homologen Reihen entsprechend der Abnahme der Dissoziations- 
konstanten. Weit aus der Reihe fallen die Ester der verzweigten Sauren 
(Isobutyrat und Isovalerat). Die ungesittigten Ester sind in zu ge- 
ringer Anzahl untersucht worden, um bestimmte Aussagen machen zu 
kénnen, da ja auch die Lage der Doppelbindung eine groBe Rolle spielt. 


Auffallend kurz ist die Zeit bis zur vollstandigen Verseifung bei den 
Oxalsaureestern. 


Zusammenfassung. 
1. Wegen der groBen physiologischen Wichtigkeit der Cholesterin- 
ester wurde eine gréBere Anzahl synthetisch dargestellt und naher 
charakterisiert. 


Neu beschrieben werden Lignocerin-, Undecylen-, Elaidin-, Petro- 
selin-, Eruka-, Linol- und Linolensaureester sowie die Mono- und Di-Ester 
der Oxal-, Bernstein-, Glutar-, Adipin- und Korksaure. Bei dem Versuche 
zur Gewinnung des Milchsaiure- und Ricinolsiureesters gelang uns nur 
die Darstellung der Acetylverbindungen. Zum Zwecke der Ester- 


gewinnung wurden neu dargestellt die Chloride der Petroselin-, Linol-, 
Linolen- und der Acetylricinolsiure, von letzterem aus auch die Acetyl- 
ricinolsdure selbst. 
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2. Es wurde nach einer guten Methode zur Bestimmung der Jod- 
zahl der Cholesterinester gesucht. Es ergab sich, daB die Rosenmund- 
Kuhnhennsche Methode fiir die Ester der gesattigten ein- und zwei- 
basischen Saéuren ohne weiteres anwendbar ist. Fiir die der ungesattigten 
Sauren muB man gréBere Halogenmengen und langere Zeiten anwenden. 

3. Die Léslichkeit der Ester in den gebrauchlichsten Lésungs- 
mitteln wurde quantitativ bestimmt. Die Di-Ester sind allgemein schwer 
léslich. 

4. Die Ester wurden beziiglich ihrer Verseifbarkeit durch 2° ige 
wisserige Natronlauge gepriift, um zu erfahren, ob die Fexsche Methode 
der Cholesterinextraktion allgemein anwendbar ist. Da nur Ameisen-, 
Oxal-mono- und -di-Ester und die tibrigen Mono-Ester verseift wurden, 
wir aber bis jetzt noch keinen Anhaltspunkt fiir deren natiirliches Vor- 
kommen haben, ist gegen die Fersche Methode nichts einzuwenden. 

5. Es wurde die Verseifungsgeschwindigkeit der Ester mit n/10 
alkoholischer Kalilauge in Alkohol-Hexan bestimmt. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Ester. 


Verwendet wurde anfangs Cholesterin Merck (F.P.148 bis 149°) 
{a}*7): — 38,0 und — 38,5°, spiiter ein aus Gallensteinen selbst dargestelltes 
(F. P. 148°), [a]: — 38,8 und — 39,1°. Die Darstellung geschah zuniichst 
wie tiblich durch Extrahieren des zerriebenen Materials mit Petrolather- 
Ather. Das nach dem Verseifen des Atherléslichen gewonnene Rohchole- 
sterin war stark gelb gefiirbt und verlor diese Farbe durch Umkristallisieren 
aus Alkohol und Aceton nur langsam. Viel schneller konnte man der Farb- 
stoff durch Umkristallisieren aus leichten Kohlenwasserstoffen (z. B. Heptan) 
entfernen. Das Rohprodukt wurde also zunichst zweimal aus Aceton, 
dann dreimal aus Heptan und zweimal aus Alkohol umkristallisiert. Das 
erhaltene Cholesterin war ganz wei und zeigte obige Daten. 


Cholesterinformiat. Darstellung im wesentlichen nach Menozzi (I. c.). 
3 g Cholesterin werden mit 10 g Ameisensiure ,,Kahlbawm*‘ 2 Stunden unter 
RiickfluB erhitzt. Der gebildete Ester schwimmt als gelblicher Sirup auf 
der iiberschiissigen Saéure, ohne sich zu lésen. Nach dem Abkiihlen wird mit 
Wasser versetzt und abfiltriert. Der Sirup wird aus 15 ccm heiBem absoluten 
Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 2,7 g. 

F. P. 96°. [a]§}: — 51,1 und — 51,7°* Jodzahl (J. Z.) 60,8** 

Cholesterinacetat. Darstellung nach A. Windaus in Abderhaldens Handb. 
d. biolog. Arbeitsmethod., Bd. Lipoide, 8.171. Viermal aus Alkohol] um- 
kristallisiert. 

F. P.115,5°. [o]§2: — 47,6 und — 47,2° J. Z. 59,8. 


* Alle [a]p wurden in Chloroform bei ungefaihr 20° bestimmt. 

** Da die Bestimmung der Jodzahlen der gesittigten Ester nach der 
Methode von Rosenmund und Kuhnhenn sehr gut geht, méchten wir hier 
aus Raumersparnis nicht die Einzeldaten, sondern nur das Resultat angeben. 
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Cholesterinpropionat. 3g Cholesterin werden mit 5g Propionsiure- 
anhydrid (Schuchardt, Siedepunkt 163 bis 167°) eine halbe Stunde unter 
RiickfluB erhitzt. Die klare L6sung wird nach dem Abkiihlen mit Wasser 
versetzt, zur Zerst6rung des Anhydrids erwiirmt, dann filtriert und viermal 
aus Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 2,8 g. 

F. P.: bei 100° Erweichen, bei 112° triibe Schmelze, die bei 114,5° klar 
wird. {al}}: — 41,4 und — 40,5.° J. Z. 57,3. 

Cholesterinbutyrat. 2,5 g Cholesterin mit 4g n-Buttersiureanhydrid 
(Merck) 3, Stunden zum Sieden erhitzt, dann das iiberschiissige Anhydrid 
mit 50°,igem Alkohol entfernt. Der abfiltrierte Ester wird dreimal aus 
30 ccm Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 3,2 g. 

F. P.: bei 103° Erweichen zur triiben Schmelze, die bei 111 bis 112° 
klar wird. [a]7): — 36,7 und — 35,9. J. Z. 55,4. 

Cholesterinisobutyrat. Darstellung nach Abderhalden (\.c.) aus 1,9¢ 
Cholesterin in 10 eem Chloroform und 0,5 g Isobutyrylchlorid. Umkristalli- 
sieren einmal aus 95°,igem Alkohol und einmal aus Essigester. 

F. P. 127 bis 128°. {a}%S : — 37,7 und — 38,1°. J. Z. 55,4. 

Cholesterinvalerat. 1g Cholesterin mit 1,6g Anhydrid (8S. P. 108°) 
34 Stunden unter RiickfluB gekocht, dann zur Zerstérung des Anhydrids 
eine halbe Stunde mit 5ccm 40°,igem Alkohol gekocht und nach dem 
Erkalten filtriert. Zweimal aus 50 ccm Alkohol umkristallisiert. 


F. P. 92 bis 94°. [a]3}: — 33,8 und — 34,2 J.Z. 54,0. 
Cholesterinisovalerat. 2,5 g Cholesterin werden mit 4g Anhydrid 


(S. P. 94 bis 98°) 34 Stunden zum Sieden erhitzt; die erkaltete Lésung wird 
mit 30ccm 50°,igem Alkohol versetzt und nach einiger Zeit abfiltriert. 
Der Ester wird viermal aus je 60 ccm Alkohol umbkristallisiert. Aus- 
beute 2,5 g. 

F. P.: triibe Schmelze bei 110°, klar bei 114,5°. [a]}?: — 34,0 und 
— 33,99. J.Z. 54,0. 

Cholesterinkapronat. 3g Cholesterin mit 3 g Kapronsaure (Kahlbaum) 
4 Stunden unter Durchleiten von CO, auf 180° erhitzt. Die hellgelbe 
Schmelze viermal aus je 65cem Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 2,5 g. 

F. P.: triibe Schmelze bei 85°, klar bei 101°. [a]3) : — 33,6 und 34,4°. 
J.Z. 52,4. 

Cholesterinkapr ylat. 2,5g Cholesterin mit 4g Séure (Kahlbaum) 
3 Stunden unter CO,-Durchleiten auf 200° erhitzt. Viermal aus je 100 cem 
Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 2,5 g. 

F. P.: triibe Schmelze bei 103°, klar bei 108°. [a] : — 31,4 und — 31,2°. 
J.Z. 49,1. 

Cholesterinkaprinat. 2,5 g Cholesterin mit 2,5 g Kaprinsiure (Kahl- 
baum) 2% Stunden wie beim Kaprylat behandelt. Dreimal aus 150 ccm 
Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 3 g. 

F. P.: bei 82° triibe Schmelze, klar bei 93°. [a3}]: — 29,7 und — 30,0°. 
J.Z. 46,9. 

Cholesterinlaurinat. Aus 2 g Cholesterin und 4 g Saure (Kahlbaumsche, 
aus Alkohol umkristallisiert, F. P. 43,5°) bei 200° unter Durchleiten von 
CO, in 3 Stunden dargestellt. Dreimal aus 250 cem Alkohol umkristallisiert. 
Ausbeute 3,2 g. 

F. P. 91°. [a]: — 27,6 und — 27,5°. J. Z. 44,4. 
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Cholesterinmyristinat. 2g Cholesterin und 2g Saure (Kahlbaumsche, 
nochmals umkristallisiert, F. P. 54,5°) 3 Stunden unter Durchleiten von CO, 
zusammen erhitzt. Dreimal aus 300 cem Alkohol umkristallisiert. Aus 
beute 2,7 g. 

F. P.: triibe Schmelze bei 80°, klar bei 86°. [a]}): — 26,8 und 26,4°. 
J.Z. 42,4. 


aus Alkohol umkristallisiert, F. P. 62,5°) 2 Stunden auf 200 bis 210° erhitzt 
unter Durchleiten von CO,. Dreimal aus je 400 cem Alkohol umkristallisiert. 
Ausbeute 3,6 g. 

F. P.: triibe Schmelze bei 80°, klar bei 90°. [a}f): — 25,2 und — 25,1°. 
J.Z. 40,6. 


Cholesterinstearat. Aus 2 g Cholesterin und 3 g Saure (Kahlbaum, aus 
Alkohol umkristallisiert, F. P. 71°) wie Palmitat dargestellt. Zweimal aus 
je 250cem einer aus gleichen Teilen Aceton und Methylithylketon be- 
stehenden Mischung umkristallisiert, dann nochmals in 25cem Ather 
gelést und mit 100ccm Alkohol gefallt, wodurch allerdings ein schlecht 
filtrierbares Produkt entsteht. Ausbeute 3 g. 

F. P.: bei 78° triibe Schmelze, die bei 82,5° klar wird. [a]}): — 24,3 und 
— 24,29. J.Z. 39,3. 

Cholesterinlignocerat. Darstellung des Lignocerylchlorids': 1 g Saure 
wurde mit 3 g reinstem Thionylchlorid eine halbe Stunde auf dem Wasser- 
bad erhitzt*. Dann wurde der gré8te Teil des Thionylchlorids abgedampft 
und schlieBlich das Chlorid im Vakuum destilliert. Siedepunkt 220° bei 
15mm. Das Destillat ist farblos und erstarrt in der Vorlage zu wei®en 
Kristallen, die bei 47° schmelzen. Ausbeute 0,8 g. 

Zur Darstellung des Esters wurden 0,6 g des Chlorids eine halbe Stunde 
lang mit 0,5 g Cholesterin im trockenen CO,-Strom auf 99° erhitzt, bis die 
kraftige Salzsiureentwicklung aufgehért hatte. Die erkaltete Schmelze. 
die sich mittels der Digitoninprobe als cholesterinfrei erwiesen hatte, wurde 
nun zur Entfernung des iiberschiissigen Saurechlorids dreimal mit je 15 cem 
Alkohol ausgekocht. Das Alkoholunlésliche wurde zweimal aus 12 cem 
Essigester unter Zusatz von wenig Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 0,7 g. 

F. P.: tribe Schmelze bei 87°, klar bei 89°. [a]j): — 18,5 und — 18,9°. 
J. Z. 34,4. 

Substanz: 0,0532 g, CO,: 0,1622 g, H,O: 0,0602 g. 

C5: H92,0, (736,73). Ber.: C 83,08, H 12,59. 
Gef.: C 83,15, H 12,66. 


Cholesterinundecylensdureester. 1,3 g Saéure (Schuchardt) wurden mit 
2,5 g Cholesterin im CO,-Strom 2 Stunden auf 200° erhitzt. Die erkaltete 
Schmelze wurde dreimal aus je 80cem Alkohol umkristallisiert. Aus- 
beute 3,2 g. 


1 Hells und Hermann (20) haben das Chlorid mit PC], dargestellt und 
nicht im Vakuum destilliert, sondern umkristallisiert. F.P. 47 bis 48°. 

2 Die Lignocerinsiure hat uns Herr Prof. Watson aus Bangalore liebens- 
wiirdigerweise iiberlassen, wofiir ihm auch an dieser Stelle bestens ge- 
dankt sei. 





Cholesterinpalmitat. Aus 2,5 g Cholesterin und 3g Saure (Kahlbaum,: 
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F. P.: triibe Schmelze bei 79°, klar bei 83,5°. 
Substanz: 0,0378 g, CO,: 0,1144g, H,O: 0,0400 g. 
CygHg,O, (552,51). Ber.: © 82,50, H 11,72. 
Gef.: C 82,54, H 11,84. 
[a]7): 27,6 und — 27,5°. J.Z. 88,9 (100°, Uberschu8 an Brom, 
10 Minuten). 

Cholesterinoleat. Aus 2 g Cholesterin und 4g Merckscher Olsaure 
(J. Z. 91,3), wie das Undecylenat dargestellt. Der erhaltene Sirup wird zur 
Entfernung der iiberschiissigen Saiure zunaichst zweimal mit 10 cem Alkohol 
ausgekocht, dann wird in ungefaihr 90 cem Alkohol gelést und 2 Tage im 
Eisschrank kristallisieren gelassen. Nach dem Abfiltrieren wird noch zweimal 
aus je 20 ccm Aceton umkristallisiert. Ausbeute 2,8 g. 

F. P. 44 bis 45°. [a}?: — 23,4 und — 23,4°. J. Z. 73,9 (40°, UberschuB, 
3 Stunden). 

Elaidinat. 2 g Elaidinsaure (F. P. 43,5°, J. Z. 91,2) mit 2,7 g Cholesterin 
eine halbe Stunde im CO,-Strom auf 190° und 2 Stunden auf 220° erhitzt. 
Zweimal aus je 70 ccm Aceton und einmal aus 50 cem Alkohol umkristalli- 
siert. Ausbeute 4g. 

I’. P.: triibe Schmelze bei 58°, klar bei 65,5°. [a|}): — 23,9 und — 23,5° 
J. Z. 76,9 (75% UberschuB, 10 Minuten). 

Substanz: 0,0424 g, CO,: 0,1290 g, H,O: 0,463 g. 

Cy,H7,0, (650,62). Ber.: C 83,00, H 12,09. 
Gef.: C 82,98, H 12,22. 

Petroselinat. Darstellung des Petroselinchlorids. 5 g Siure, im wesent- 
lichen dargestellt nach Hilditsch und Jones (1. c.)! (F. P. 30°, J. Z. 89,1), 
wurden mit 4g Thionylchlorid 10 Minuten unter RiickfluB erhitzt. Dann 
wurde das iiberschiissige Thionylchlorid abgedampft und der Riickstand 
im Vakuum destilliert, wobei die Hauptfraktion zwischen 158 bis 160° bei 
einem Druck von 3,2mm und einer Badtemperatur von 190° iiberging. 
Ausbeute 4g. Rektifikation ergab einen Siedepunkt von 156° bei 3 mm 
Druck und 190° Badtemperatur. 

Substanz: 90,0596 g, CO,: 0,1566 g, H,O: 0,0596 g. 

C,3H;,0CI (300,72). Ber.: C 71,81, H 11,06. 
Gef.: C 71,66, H 11,20. _ 

Die Jodzahl wurde mit einer Lésung von Chlorjod in Tetrachlorkohlen- 
stoft in der von Béeseken angegebenen Zusammensetzung bestimmt. 
0,0596 g mit 20 cem Lésung 15 Minuten im Dunkeln bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Verbraucht wurden im Leerversuch 20,50 cem n/10 Thio- 
sulfat, im eigentlichen Versuch 16,62ccm. Das ergibt eine Jodzahl von 
82,62, waihrend 84,5 berechnet ist. 

Verseifungszah!: 0,0610 g Chlorid wurden mit n/10 alkoholischer KOH 
eine viertel Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Verbrauch an n/10 KOH 
4,00 cem. Gef. Versuchszahl: 368,0, ber.: 373.1. 

Zur Darstellung des Esters wurden 1,5 g¢ Uhlorid mit 1,5 g Cholesterin 
im Stickstoffstrom 20 Minuten auf 70 bis 80° erhitzt. Nach dieser Zeit 


1 Die dargestellte Séiure hatte zuniichst dio J. Z. 84,5 (Wijs). Durch 
fraktionierte Kristallisation aus Methylalkohol konnten daraus_ drei 
Fraktionen mit den J. Z. 84,4, 88,9, 89,1 gewonnen werden. Die beiden 
letzteren sind praktisch als gleich anzusehen. 
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hatte die HCl-Entwicklung aufgehért. Nach kurzem Erwiirmen auf 100 
wurde abgekiihlt, in Ather aufgenommen und dreimal mit verdiinnter 
NaOH durchgeschiittelt, viermal mit Wasser gewaschen und mit Natrium 
sulfat getrocknet. Der Ather wurde dann im CO,-Strom verdunsten gelassen 
und der Ester bei 80° und 2mm mehrere Stunden im Vakuum getrocknet 
Ausbeute quantitativ. Der schwach gelbe élige Ester gab keine positive 
Digitoninprobe und keine positive Reaktion auf freie Siure. 


0,1012 g Substanz, 0,3075 g CO,, 0,1112 g H,O. 


C,;H;,0. (650,62). Ber.: C 83,00, H 12,09. 
Gef.: C 82,87, H 12,31. 
J. Z. 72,9 (640% UberschuB, 6'/, Stunden). {aj}: — 22,4 und 21,4°. 
Brechungsindex: 3) = 1,4972. 
Erukat. 2,5 g Saure, dargestellt nach Tdufel (21) (F.P. 33 bis 34°, 
J. Z. 75,3 statt 75,0), wurden mit 2,5 g Cholesterin im CO,-Strom 2 Stunden 
auf 200° erhitzt. Die gelbe Schmelze wurde nach dem Erkalten zweimal! 
mit je 5cem warmem Aceton gewaschen, wodurch der gréBte Teil der 
freien Saure entfernt wurde. Dann wurde in 25 ccm Essigester gelést und 
mehrere Tage im Eisschrank kristallisieren gelassen. Manchmal erhailt man 
dabei ein in Essigester sehr schwer lésliches Produkt, welches wohl durch 
Oxydation entstanden ist. Der Erukaester selbst ist dagegen in Essigester 
leicht léslich. Er wird beim Eindunsten des Essigesters als kristalline 
Masse erhalten. Ausbeute 2g. F.P. 47 bis 48°. 
0,0520 g Substanz, 0,1585 g CO,, 0,0578 g H,O. 
CygHggO, (706,68). Ber.: C 83,22, H 12,27. 
Gef.: C 83,13, H 12,44. 
[a}#?: — 20,7 und — 21,0°. J. Z. 65,6. (ber.: 71,8) (120% UberschuB, 
3 Stunden). 


Linolat. Darstellung der Linolsiure. Das Tetrabromid wurde genau 
nach den Angaben von Rollet und Heiduschka und Luft gewonnen. F. P. 114°. 
64 g desselben wurden mit 70 g fein granuliertem Zink und 200 ccm Methy] 
alkohol 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Diese Behandlung geniigte bereits 
zum Entbromen, denn eine mit verdiinnter Schwefelsiure versetzte und 
mit Ather ausgeschiittelte Probe zeigte nach dem Vertreiben des Athers 
keine Beilsteinreaktion mehr. Nach dem Abfiltrieren vom ungelésten Zink 
wurden 200 ccm 7,5-n methylalkoholische Salzsiure unter Kiihlung zu 
gegeben und 20 Stunden bei Zimmertemperatur in einem verschlossenen 
Kolben unter Stickstoff stehengelassen. Dann wurde mit Wasser verdiinnt, 
ausgeithert, der Ather gewaschen und der Ester nach dem Verjagen des 
Athers im Vakuum destilliert, wobei er in drei Fraktionen zerlegt wurde 
(erste Fraktion nur ganz wenig). 





ae Druck Temperatur Bad J. Z. (Rosenmund, 300 °/) Halogeniiber- 
Fraktion ia oC oc schuB, 15 Min.) 
. x 
1 2 155—161 | 185 | 153,0 
2 2 161—162 | 190 158.3 
3 2 162 190 159,2 


Fraktionen 2 und 3 wurden zusammen nochmals fraktioniert, wobei 
sie nach einem kurzen Vorlauf in zwei Teile zerlegt wurden. 
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Fraktion Druck Temperatur Bad J.Z. (Ws te, 308 o Uberschus, 
mm ae | 0( - in.) 
1 2 163—164 180 173,0 
2 2 164 180 173.4 (berechnet 172.6) 


Die beiden Fraktionen, die wohl chemisch identisch sein diirften, 
wurden dann gemeinsam mit alkoholischer Kalilauge bei Zimmertemperatur 
verseift und die Saéure einer Vakuumdestillation unterworfen. 





Nicaiiiheis Druck Temperatur Bad I.Z (Wie, 300 o Uberschufs, 
mm 0( 0 25 Min.) 
1 2.5 191—192 210 180.7 
2 2.5 192—194 210 181.4 (berechnet 181,2) 
Linolsdurechlorid. 1,5 g Linolsiure wurden mit 3g Thionylchlorid 


20 Minuten unter RiickfluB erhitzt. Das iiberschiissige SOC], wurde durch 
Abdestillieren entfernt und der Riickstand im Vakuum destilliert, wobei 
die Hauptfraktion zwischen 168 bis 170° bei einem Druck von 2,5 mm und 
einer Badtemperatur von 195° iiberging. Rektifiziert: 2.3 mm, 167 bis 168°, 
Bad 195°. Ausbeute 1,5 g wasserhelles Ol. 


0,0926 g Substanz, 0,2474 g CO,, 0,0870 g H,O. 
C,,H,,0Cl (298,72). Ber.: C 72,31, H 10,40. 
Gef.: C 72,27, H 10,51. 
J.Z. wie beim Petroselinchlorid mit JC]. Dauer 25 Minuten. 0,0554 g 
Substanz. Im Leerversuch verbraucht 20,50 ccm n/10 Thiosulfat, im 
eigentlichen Versuch 13,13 cem. J. Z. 168,9, 166,2 ber. Verseifungszahl 
wie beim Petroselinester bestimmt. 0,1044¢ Substanz verbrauchen n/10 
KOH 6,25 cem, gef. 371, ber. 375. 

Zur Darstellung des Esters wurden 2,1 g Cholesterin mit 1,7 g Chlorid, 
wie beim Petroselinester angegeben, auf 79 bis 80° erhitzt. Der Ester wurde 
in gleicher Weise gereinigt und nach Verdunsten des Athers zweimal mit 
3cem absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuum bei 80° mehrere 
Stunden getrocknet. Er war gelb gefairbt und zuniachst fliissig. Nach 
ein- bis zweitaégigem Stehen im Exsikkator wurde er wachsartig fest. F. P.: 
bei 41° triibe Schmelze, klar bei 42°. 


0,0830 g Substanz, 0,2534 g CO,, 0,0882 g H,O. 
Cy; H7,0, (648,60). Ber.: C 83,26, H 11,81. 
Gef.: C 83,26, H 11,89. 


J.Z. 114,6 (ber. 117,4) (200° UberschuB, 234 Stunden). [a]}}): 24,0 
und — 23,8°. 


Linolenat. Darstellung der Linolensiure. Das genau nach den Vor 
schriften von Rollet (22) und Heiduschka (23) gewonnene Hexabromid 
zeigte nach einmaligem Umkristallisieren aus Chloroform-Eisessig einen 
F. P. von 185°. Entbromen und Verestern geschah wie bei der Linolsiure 
beschrieben. Der Rohester wurde nach kurzem Vorlauf in zwei Haupt- 
fraktionen zerlegt. 
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Fraktion Druck Temperatur Bad J. Z. (Rosenmund, 300°/) Halogen- 
mm O4 oC tiberschuf, 15 Min.) 
1 3,5 175—177 200 225 
2 85 (177-180 205 238,5 


Beide Fraktionen wurden nochmals zusammen fraktioniert. 





Druck Temperatur Bad J. Z. (Wijs, 100°), Uberschuls, 
mm oC oC 2 Std.) 
Vorlauf 1,3 — 162 185 
1. Fraktion 1,3 162—163 185 236.0 
2 163—164 190 238,2 


a. " 


Nach Verseifung von Fraktionen 1 und 2 mit alkoholischer KOH 
bei Zimmertemperatur wurde die abgeschiedene Saure destilliert. 





Druck Temperatur Bad J. Z. (Wijs, 100°), Uberschus, 


mm ( 0( 2 Std.) 


Kurzer Vorlauf 
1. Fraktion 2 189—191 210 
2 2 191 210—215 


= ” 


72,0 
72,5 


DO bo 


Aus 100 ¢ Hexabromid 25g Saure (Fraktionen 1 und 2). 


Linolensdurechlorid. Aus 2g Saure wie Linolsiurechlorid gewonnen. 
Ausbeute 1,9 g wasserhelles Ol vom Siedepunkt 170 bis 171° bei 2,5 mm 
und 185 bis 190° Badtemperatur. 

0,0758 g Substanz, 0,2020 g CO,, 0,0678 g H,O. 

C,gH,,OCl (296,69). Ber.: C 72,80, H 9,85. 
Gef.: C 72,68, H 10,00. 
Verseifungszahl: 0,1092 g Substanz, verbraucht 7,52ccm n/10 KOH. 
Gef. Verseifungszahl: 371,0. 
Ber. * 375.6. 
J.Z. wie bei Linol- und Petrolselinchlorid, Dauer 2 Stunden. 0,0416 ¢ 
Substanz. lLeerversuch 22,49ccem n/10 Thiosulfat, eigentlicher Versuch 
13,93 cem. J. Z. gef. 261,2, ber. 255,0. 

Darstellung des Esters. Aus 2,5 g Cholesterin und 1,8 g Chlorid wurde: 
in gleicher Weise wie im Versuch vorher 3,7 g Linolenséureester gewonnen 
Gelbliche Fliissigkeit vom Brechungsindex nj} = 1,5103. Nach einigen 
Tagen wachsartig fest geworden. 

F. P.: triibe Schmelze bei 49°, klar bei 74°. 


0,0660 g Substanz, 39,2018 g CO,, 0,0682 g H,O. 


Cys;H,O, (646,59). Ber.: © 83,51, H 11,52. 
Gef.: C 83,39, H 11,57. 
J.Z. 141,5 (ber. 157). (300°, UherschuB, 614 Stunden.) [a]}: — 23,8 
und — 24,89. 


Oxalat. Cholesterin-oxalsiure-monoester. In eine Lésung von 2,3 g 
Oxalylehlorid (Kahlbaum) in 50ccem siedendem Benzol (iiber Natrium 
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getrocknet) werden nach und nach im Verlauf von 40 Minuten 7 g Chole- 
sterin eingetragen. Dann wird noch 10 Minuten unter RiickfluB erhitzt, das 
Benzol im Vakuum abdestilliert und der Riickstand zweimal mit je 35 eem 
Alkohol ausgekocht. Aus dem Filtrat kristallisiert der Monooxalester in 
schénen Nadeln, die nochmals aus Alkohol umkristallisiert werden. 
F. P. 68,5 bis 69°. Ausbeute 1 g. 
0,0530 g Substanz, 0,1474 g CO,, 0,0488 g H,O. 
Cog HygO, (458,37). Ber.: C 75,93, H 10,12. 
Gef.: C 75,85, H 10,39. 
Zur Titration der Esterséiure eignet sich am besten alkoholische NaOH. 
Es wurden verbraucht fiir 0.0914 ¢ 1,95cem n/10 NaOH, wihrend sich 
1,99 cem berechnen. 
[a]? : 32,4 und 32,6°. 
Der qualitative Nachweis der Oxalsdure geschieht durch Verseifung mit 
alkoholischer NaOH (siehe Verseifungsversuche), Abdampfen auf dem 
Wasserbad zur Trockne, Aufnehmen des Oxalats in Wasser und Fallen 
mit CaCl, in der tiblichen Weise. Quantitativ ist die Menge ays dem End- 
punkt der Verseifungsversuche deutlich ersichtlich (siehe Tabelle). 
Cholesterin-oxalsaiure-di-ester. Das Alkoholunlésliche wurde zweimal 
aus 50 cem Acetessigester umkristallisiert. Ausbeute 5.7 g. F. P.: bei 220° 
Sintern unter Gelbfarbung, dann Zersetzung ohne klare Schmelze. 
0,0445 g Substanz, 0,1328 g CO,, 0,0438 g H,O. 
C53 H oO, (826,72). Ber.: C 81,29, H 10,97. 
Gef.: C 81,21, H 10,99. 


[ag]j): — 25,8 und — 25,8°. J. Z. 62,9 (50% UberschuB: 5 Minuten). 
Bernsteinsdureester. Cholesterin-Bernsteinsiure-monoester. Zu 2¢ 


Succinylchlorid in 50 cem siedendem Benzol wurden in der oben geschilderten 
Weise 2,5 g Cholesterin eingetragen. Nach dem Abdampfen des Benzols im 
Vakuum wurde zur Zersetzung des iiberschiissigen Chlorids mit 30°,igem 
Alkohol aufgekocht und abermals im Vakuum eingedampft. Dann wurde 
zweimal mit je 50 ccm Alkohol ausgekocht, der Alkohol mit Na-Alkoholat 
genau neutralisiert und dann zur Trockne gedampft. Der Riickstand wurde 
mit Ather extrahiert und dann mit 2n H,SO, angeséuert, abfiltriert und 
der Filterriickstand aus Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 0,1 g. F. P. 175°. 
4,175 mg Substanz, 11,800 mg CO,., 3,965 mg H,0O. 
C3,;H5,O, (486.40). Ber.: C 76,48, H 10,36. 
Gef.: C 70,08, H 10,63. 
Zur Neutralisation wurden fiir 0,0132 g Substanz 0,30ccm n/10 NaOH 
verbraucht, berechnet sind 0,27 ccm. 

Di-Ester. Das Alkoholunlésliche wurde zweimal aus je 40 ccm Acet- 
essigester umkristallisiert. F.P.: bei 220° triibe Schmelze, bei 235° «lar. 
(Prachtige Farbenerscheinungen beim Abkiihlen.) 

0,0318 g Substanz, 0,0949 g CO,, 0,0318 g H,O. 

C53H,,O, (854,75). Ber.: C 81,44, H 11,08. 
Gef.: C 81,39, H 11,19. 

J. Z. 60,2 (50°, UberschuB, 5 Minuten). [a i): — 38,2 und 39,0°. 

Glutarsdureester. Zu 1,8 g Glutarsdure (F. P. 96,5°), im CO,-Strom auf 
200° erhitzt, werden im Verlauf von 11% Stunden 5 g Cholesterin in kleinen 
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Anteilen eingetragen. Dann wird noch eine halbe Stunde weiter erhitzt. 
Die erkaltete Masse wird zur Entfernung der iiberschiissigen Saiure zweima! 
mit je 100 ccm heiBen Wassers zerrieben, abfiltriert und das Ungelést: 
zweimal mit je 50ccm Alkohol ausgekocht. Das alkoholische Filtrat wird 
mit alkoholischer NaOH genau neutralisiert und dann mit gesattigter 
alkoholischer Silbernitratlésung im UberschuB versetzt. Die weiBen Flocken 
werden abfiltriert, getrocknet (wobei sie sich violett farben), mit Athe: 
extrahiert und mit verdiinnter Salpetersiure zerlegt. Es bleibt eine gering: 
Menge ungelést, die aus Alkohol jedoch nicht kristallisiert. 


Der Di-Ester wird wieder aus dem Alkohclunléslichen durch zwei 
maliges Umkristallisieren aus je 80 ccm Essigester gewonnen. Ausbeute 2 g. 
F.P. 195,5°. 

0,0338 g Substanz, 0,1010g¢g CO,, 0,0340 g H,O. 

C59 Hyg O, (868,76). Ber.: C 81,50, H 11,14. ° 
Gef.: C 81,49, H 11,26. 
[a]3?: — 34,9 und — 34,5°. J. Z. 58,9 (50% UberschuB, 5 Minuten). 


Adipinsdureester. Cholesterin-adipinséure-monoester. 1 g Saéure (Kah/- 
baum, F. P. 151°) wurde unter Durchleiten von Stickstoff auf 185° 
erhitzt und im Laufe von 114 Stunden 2 ¢g Cholesterin eingetragen. Nach 
weiterem halbstiindigen Erhitzen und Abkiihlen wurde mit warmem Chloro 
form (100 cem) von der iiberschiissigen Saiure getrennt (die Saure lést sich 
nur wenig in Chloroform). Das CHCl, wurde nun abgedampft, der Riick 
stand zweimal mit je 35cem Alkohol ausgekocht, das alkoholische Filtrat 
mit alkoholischer NaOH genau neutralisiert und mit _ iiberschiissigem 
alkoholischen Silbernitrat versetzt, bis nichts mehr ausfiel. Das ausgefallene 
Ag-Salz des Mono-Esters wird auf ein Faltenfilter gebracht, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und getrocknet (Violettfarbung). Dann wird es mit ver 
diinnter Salpeterséure zerlegt, abfiltriert und 6fters mit warmem Wasse! 
gewaschen. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus einigen Kubik 
zentimetern Alkohol erhalt man 0,7 g Estersiure. F.P. 144°. 


0,0800 g verbrauchen zum Neutralisieren 1,55cecem n/10 NaOH, 
berechnet sind 1,56 cem. 
0,0404 g Substanz, 0,1139 g CO,, 0,0384 ¢ H,O. 
Cy3Hs,O, (514,43). Ber.: © 76,98, H 10,58. 
Gef.: C 76,96, H 10,64. 
[a}?o: 30,5 und — 30,8°. J. Z. 48,9 (50°, UherschuB, 5 Minuten). 


aj}: 
Der Di-Ester wird aus dem Alkoholunléslichen durch zweimaliges 
Umkristallisieren aus je 20ccm Methylathylketon gewonnen. Ausbeute 
18g. F. P.: triibe Schmelze bei 195°, klar bei 221 bis 222°. 
0,0494 g Substanz, 0,1476 g CO,, 0,0496 g H,O. 
Ceo Hog0, (882,79). Ber.: C 81,56, H 11,19. 
Gef.: C 81,49, H 11,24. 


fa}: — 36,2 und — 35,9. J. Z. 57,8 (50°, UberschuB, 5 Minuten). 


Korksdureester. Korksaéure-mono-Ester: 0,55 g Korkséure (F. P. 138° 
und 1 g Cholesterin werden wie oben beschrieben zusammen erhitzt. Die er- 
kaltete Masse wird viermal mit je 5 cem Chloroform ausgezogen, wobei di 
iiberschiissige Saiure ungelést bleibt. Das Chloroform wird verdampft, de: 
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Riickstand mit 80cem Alkohol ausgekocht und daraus das Silbersalz der 
Estersiure gefallt. Weiterbehandlung wie beim Adipinester. 
0,5 g Monoester, F. P.: bei 127° triibe, klar bei 130°. 
0,0356 g Substanz, 0,1010 g CO,, 0,0346 g H,O. 
C,;H;,0, (542,47). Ber.: C 77,43, H 10,78. 
Gef.: C 77,39, H 10,88. 
0,0484 g verbrauchen zur Neutralisation 0,90 cem n/10 Alkohol NaOH, 
berechnet sind 0,89cem. [e]#): — 29,2°. 


Di-Ester. Das Alkoholunlésliche wird zweimal aus 10 cem Acetessig- 
ester und 10 ccm Essigester umkristallisiert. Ausbeute 0,8 g, F. P. 179,5°. 

0,0510 g Substanz, 0,1526 g CO,, 0,0520 g H,O. 

Cpe Hy, 0, (910,81). Ber.: C 81,68, H 11,29. 
Gef.: C 81,61, H 11,41. 
[a]}: 34,99. J. Z. 55,3 (50°, Uberschu8, 5 Minuten). 

Acetyl-Milchsdurcester (Bilow). Zu einer Lésung von 1 g Cholesterin 
in 2g Pyridin (wasserfrei) wird tropfenweise 1 g Acetyl-Milchsaurechlorid 
[dargestellt nach Anschiitz und Bertram (24)] unter Kiihlung mit Wasser 
gegeben. Das Reaktionsgemisch bleibt dann bei Zimmertemperatur 4 bis 
5 Stunden stehen, wobei es sich dunkel farbt. Mit Wasser versetzt, wird es 
filtriert und mehrere Male mit Alkohol gewaschen. Der Riickstand kristal- 
lisiert aus einem Gemisch von Alkohol mit wenig Essigester und gibt nach 
dreimaligem Umkristallisieren des jeweils zuerst herauskommenden Teiles 
richtige Analysenwerte. F. P. 120°, Sintern von 95° ab. 

0,0568 g Substanz, 0,1596 g CO,, 0,0536 g H,O. 

CypH,.0, (500,42). Ber.: © 76,74, H_ 10,47. 
Gef.: C 76,63, H 10,56. 

J. Z. 50,07 (600facher UberschuB, 7 Stunden). 

Aus den Mutterlaugen sind nur Kristalle von niedrigerem Schmelz- 
punkt zu erhalten, die bei der Analyse zu hohe C- und H-Werte geben. 

Dieselben Erscheinungen treten bei Produkten auf, die in der Warme 
mit oder ohne Pyridinzusatz erhalten wurden. Die Digitoninprobe aut 
freies Cholesterin war in allen Fallen negativ. 

Acetyl-ricinolsdureester ( Biilow). Acetyl-ricinolsaiurechJorid. 5g 
Ricinolsiure werden mit 3g Essigsiureanhydrid und 22g iiber Kalium- 
hydroxyd getrocknetem Pyridin eine halbe Stunde unter RiickfluB gekocht, 
die gelb gefarbte Lésung wird mit Soda alkalisch gemacht, dann angesfuert 
und ausgeathert, der Ather bis zur neutralen Reaktion gegen Lackmus 
mit Wasser gewaschen. Den Riickstand nach dem Verdampfen des Athers 
(etwa 5 g Ol) erwirmt man mit der fiinffachen Menge Thionylchlorid 20 bis 
30 Minuten auf dem Wasserbad und entfernt das iiberschiissige Thionyl- 
chlorid im Wasserstrahlpumpenvakuum. Das entstandene rohe Séure- 
chlorid laBt sich im Hochvakuum bei 2mm und 220° Badtemperatur 
destillieren. Ausbeute 2 g. 

0,0540 g Substanz, 0,1320 ¢g CO,, 0,0484 g H,O. 

('y9Hy,0,C1 (358,74). Ber.: C 66,90, H 9,83. 
Gef.: C 66,67, H 10,03. 


Verseifungszahl: 466,1, ber. 469,2 (0.0920 ¢ Substanz verbrauchen nach 
4 Stunden 7,64ccm n/10 KOH bei Wasserbadtemperatur). 
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Acetylricinolsiure. Das Acetylricinolsiurechlorid wird in der Kialte 
mit 2n Natronlauge versetzt und stehengelassen. Nach kurzer Zeit ist 
alles Ol verschwunden und ein flockiger Niederschlag schwimmt auf der 
wasserigen Lésung. a Nach Anséuern und Ausathern l4Bt sich aus dem 
Ather ein farbloses Ol erhalten, das sehr schnell zu kristallisieren beginnt. 
F. P. etwa 30°. 

0,1608 g Substanz, 0,2602 g CO,, 0,0966 g H,O, 
0,0832 g a 0,2150 g CO,, 0,0794 g H,O. 
Cy9 H2gO, (340,29). Ber.: C 70,53, H 10,66. 

Gef.: C 70,40, H 10,73, 
70,48, 10,68. 


Titration: 0,0714g Substanz brauchen 2,088 cem n/10 NaOH, ber. 
2,098 cem n/ 10 NaOH. 

Verseifungszahl: 326,6, ber. 329.8 (0.9560 g¢ Substanz verbrauchen 
nach 7 Stunden 3,26ccm n/10 KOH bei Wasserbadtemperatur).  [a]j): 

17,66°. 

Acetylricinolsiure-ester. 0,5 g Acetylricinolsiure-chlorid werden mit 
0,4 g Cholesterin und 0,3 g Pyridin eine halbe Stunde langsam bis auf 100° 
erwirmt. Nach dem Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch mit Soda versetzt 
und ausgeathert, der Ather erst mit Salzsiure, dann mit Wasser gewaschen 
und mit Natriumsulfat getrocknet. Da der Riickstand noch schwach saure 
Reaktion gab, wurde er noch einmal mit Natronlauge durchgeschiittelt. 


0,0212 g Substanz, 0,0620 g CO,, 0,0218 g H,O. 
Cy7H590, (708,64). Ber.: C 79,59, H 11,38. 
Gef.: C 79,76, H 11,51. 
fa}y — 14,3°. Brechungsindex: n#) = 1,4983. J. Z. 68,37, ber. 
71,64 (600% UberschuB, 61% Stunden). 


Methoden zur Charakterisierung der Ester. 


Die Polarisationen wurden alle in einem 1l-dm-Rohr von 3,5 ccm 
Inhalt in Chloroform gemessen. Eingewogen wurden 0,1 his 0,13 ¢ aut 
5 cem, was einer 2 bis 2,5°(,igen Lésung entspricht. Die abgelesenen Winkel 
lagen bei ungefaéhr — 0,5 bis 0,8°. 

Bei der Bestimmung der Jodzahlen der Ester muBte infolge Knappheit 
an Substanz versucht werden, mit médglichst geringen Einwagen aus 
zukommen. Wir probierten daher zundchst bei Olsiéure und Cholesterin 
die Bestimmung mit 0,03 bis 0,05 g Substanz (sonst 0,1 bis 0,2g). Da 
das Ergebnis sehr gut war, gingen wir sofort zu den Estern tuber, wobei 
wir bei denjenigen mit niedriger Jodzahl mit n/100 statt mit n/10 Thio- 
sulfat zuriicktitrierten. Bei den Estern der ungesittigten Séiuren, deren 
Jodzahlen meist doppelt so hoch liegen als die der gesiittigten, titrierten 
wir mit n/10 Thiosulfat zuriick, da hier der relative Fehler geringer ist. 
Die Bromlésung war jedoch stets nach Rosenmund-Kuhnhenn dargestellt 
worden. Die Ubereinstimmung von gefundenen und berechneten Jodzahlen 
ist bei den gesaittigten Estern sehr gut. Da es zu weit fiihren wiirde, alle 
Bestimmungen anzufiihren, sei hier nur ein Beispiel erwahnt. 

0,0310 g Cholesterinstearat wurden mit 10ccm der Bromlésung 
5 Minuten bei verschlossener Flasche im Dunkeln stehengelassen, dann 
wurden 10cem 10% ige KJ-Lésung und 100ccm Wasser zugegeben und 
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mit n/100 Thiosulfat zuriicktitriert. Verbrauch: 29,75cem. Im Leerversuch 
verbraucht: 38,80cem. Dem entspricht eine Jodzahl von 39,23 (ber. 38,90). 

Die Ester der einfach ungesittigten Séiuren lassen sich ebenfalls gut 
nach dieser Methode bestimmen (die Differenz zwischen gefundenen und 
berechneten Jodzahlen verschwand auch dann nicht, wenn wir einen sehr 
groBen Uberschu8 an Halogen anwandten). Das Linolat und Linolenat 
gaben bei dem iiblichen Halogeniiberschu8 ganz schlechte Werte. Wir 
wandten daher das Mehrfache des notwendigen Halogens an und dehnten 
auch die Zeit sehr stark aus. Zuriicktitriert wurde stets mit n/10 Thiosulfat. 

0,0524g Linolsiureester blieben mit 15cem der Bromlésung 2° , Stunden 
unter LichtausschluB im verschlossenen Erlenmeyer stehen. Nach dem 
Verdiinnen mit Wasser wurde mit n/10 Thiosulfat zuriicktitriert. Verbrauch: 
10,05 cem. Verbrauch im Leerversuch: 14,78 cem. Das ergibt eine Jodzahl 
von 114,6, waihrend 117,4 berechnet ist. 

Zur Bestimmuna der Léslichkeit bei 20° wurde eine beliebige Substanz- 
menge im Reagenzglas mit einer zur Lésung unzureichenden Menge Lésungs- 
mittel aufgekocht, auf 20° abgekiihlt und mehrere Stunden stehengelassen. 
Dann wurden mit Hilfe eines vor die Pipettenmiindung gebra¢hcen Filters 
2 ccm herauspipettiert, auf ein abgewogenes Uhrglas gebracht, das Lésungs- 
mittel verdunsten gelassen, im Vakuum iiber P,O, vollkommen getrocknet 
und wieder gewogen. Schwieriger und unsicherer ist diese Methode bei 
siedendem Lésungsmittel, aber bei einiger Ubung und Ceschicklichkeit 
gelingt sie auch einigermaBen befriedigend. 

Die Verseifungsversuche mit 2°(,iger wasseriger NaO H wurden folgender- 
maBen ausgefiihrt. Ungefihr 0,05 bis 0,1 ¢ Substanz wurden mit 8 ccm 
der Lauge zunichst 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
wobei zur besseren Benetzung manchmal ein Tropfen Aceton zugesetzt 
wurde. Dann wurde genau eine halbe Stunde im siedenden Wasserbad 
erhitzt (nach Fex), abgekiihlt und filtriert. Der Filterriickstand wurde 
mit Digitonin auf freies Cholesterin untersucht. Zu diesem Zweckhe wurde 
er mit 20 cem Alkohol aufgekocht, auf 40° abgekiihlt und in all den Fallen, 
bei denen sich der Ester wieder ausschied, abfiltriert und das Filtrat hei8 
mit 8 bis 10 cem einer heiBen, 1°, igen Lésung von Digitonin in 90°,,igem 
Alkohol versetzt. Nach einigen Stunden konnte man feststellen, ob Ver- 
seifung eingetreten war oder nicht. Wenn der Ester geniigend léslich war, 
konnte man das Filtrieren des Alkohols natiirlich unterlassen. 

Bei den fliissigen Estern wurde so verfahren, daB man die ‘abgekiihlte 
Natronlauge mit 10ccem Ather ausschiittelte, den Ather verdampfte und 
nun den Riickstand mit Digitoninlésung wie oben hehandelte. Manchmal 
schied sich der Ester nach dem Versetzen mit Digitoninlésung élig ab. 
Dieser Niederschlag ist mit dem Cholesterindigitonid jedoch kaum zu 
verwechseln. 

Zur Charakterisierung der Verseifungen in Alkohol-Hexan sei hier 
ein Beispiel angefiihrt. 

0,1854 g Cholesterinacetat werden in ein 25-cem-MeBkélbchen gebracht, 
dazu kommen 10,70cem n/10 alkoholische KOH und 5cem Alkohol. 
Aufgefiillt wird mit Hexan bei 20°. Dann wird das Kélbchen in einen 
Thermostaten von 37° gebracht. 

Nach *%, Stunden wurde schnell auf 20° abgekiihlt (der infolge Ab- 
kiihlung der restlichen Lésung verursachte Fehler spielt hier keine groBe 
Rolle), 5cem herauspipettiert und das Kélbchen wieder in den Thermo- 
staten gebracht. Zu den herausgenommenen 5 ccm wurden 2 ccm wiisserige 
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n/10 HCl gegeben und dann mit n/29 alkoholischer NaOH zuriicktitriert 
(mit der Mikrobiirette). Auf diese Weise wurde erreicht, daB die zu titrierend: 
Lésung mindestens noch 40°, Alkohol enthielt, was eben zur Zuriick 
drangung der Hydrolyse notwendig ist. Indikator Phenolphthalein. 


Es waren verbraucht (berechnet auf 5ccm) nach 


34 Stunden 0,70 cem n/10 NaOH, entspr. 0,004 22 g abgespaltener Essigs. 
1, - 0,84 ,, n/l0 NaOH, » 0,00508 g 


2 0,85 ,, n/l0 NaOH, >» 0,00514¢ 


. 


21% + 0,86 ,, n/10 NaOH, » 0,005202¢ 


Berechnet sind fiir 5 ccm 0,00520 g Essigsiure. 


Die iibrigen Verseifungsversuche wurden in gleicher Weise vorgenommen 
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Zur Synthese des Di-Glutaminyl-l-Cystins. 


I. Mitteilung: 
Uber Peptide der Glutaminsiure. 


Von 
Walter Voss. Renate Guttmann und Lucie Klemm. 


‘ a - . — ° / 
(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Technischen Hochschule 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 24. Februar 1930.) 


Durch ein Referat im Chemischen Centralblatt! sind wir jetzt erst 
auf eine im Oktober vorigen Jahres erschienene Veréffentlichung von 
F.G. Hopkins? aufmerksam geworden, in der er iiber eine umfassende 
Nachpriifung seiner bisherigen Untersuchungen iiber das Glutathion 
berichtet. Hopkins sieht sich auf Grund seiner neuen Befunde gezwungen, 
die bisher angenommene Konstitutionsformel des Glutathions fallen zu 
lassen, da an dem Aufbau dieser so wichtigen Substanz auBer den 
beiden bisher angenommenen Aminosduren d-Glutaminsdure und 
1-Cystin noch Glykokoll beteiligt ist. Die Veréffentlichung von Hopkins 
veranlaBt uns, iiber Untersuchungen zu berichten, deren Mitteilung 
erst nach einem weiter unten erwihnten AbschluB geplant war. 

Fiir die bisherige Formulierung des Glutathions in der Disulfidform 
als Di-Glutaminyl-l-Cystin hatte die synthetische Darstellung dieses 
Peptids durch C. P. Stewart und H. E. Tunnicliffe? als entscheidende 
Stiitze gedient. Wir haben uns seit langerer Zeit* mit der angegebenen 
Synthese beschaftigt und sind auf Grund unserer experimentellen 
Befunde dazu gekommen, ihren Wert als entscheidendes Beweismittel 
fir die Konstitution des Glutathions erheblich geringer anzusetzen, 


! Chem. Centralbl. 1930, I, 535. 

* Journ. of biol. Chem. 84, 269, 1929. 

3 Biochem. Journ. 19, 207, 1925. 

‘ Die vorliegende Mitteilung ist ein Teil einer im August 1929 ab- 
geschlossenen Untersuchung, deren Ergebnisse in der Diplomschrift von 
Frl. Dipl.-Ing. R. Guttmann niedergelegt sind. Die Diplomschrift ist im 
September 1929 der Fakultaét fiir Stoffwirtschaft der Technischen Hoch- 
schule Breslau vorgelegt worden. 
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als dies seinerzeit von F.G. Hopkins geschehen ist. Aber auch aus 
anderen Griinden waren bei uns nicht unerhebliche Zweifel an der alten 
Konstitutionsformel des Glutathions entstanden, insbesondere bezogen 
sich diese Zweifel auf die Argumente, die Quastel, Stewart und T'unni- 
cliffe beim oxydativen Abbau des Glutathions nach Dakin angefihrt 
hatten. Durch die letzte Arbeit von F.G. Hopkins? ist dieser Teil 
unserer kritischen Betrachtungen aber iiberholt, so dab auf seine Wieder- 
gabe verzichtet werden kann. Die Synthese des Glutaminyl-cystins 
besitzt aber eine Bedeutung nicht nur in bezug auf das Konstitutions- 
problem des Glutathions, sondern auch ganz allgemein als Beispiel 
von einfachen synthetischen Glutaminylpeptiden, die bisher nicht 
dargestellt worden sind. Beriicksichtigt man weiter, da Stewart und 
Tunnicliffe am SchluB ihrer Arbeit besonders auf die allgemeine An- 
wendbarkeit ihrer Synthese zum Aufbau von Peptiden nach Formel 1 
hinwiesen, 


RW NH. OC. CH. CH, CH(NH,). CO, H, 


so halten wir die Mitteilung unserer eigenen Erfahrungen bei ihrer 
kritischen Uberpriifung fiir durchaus notwendig. 

Stewart und T'unnicliffe haben fiir die Synthese des Di-Glutaminy]- 
cystins zwei Wege angegeben, besonders aber die zweite Form der 
Synthese ist sowohl von ihnen als auch von F.G. Hopkins als be- 
deutungsvoll fiir das Glutathionproblem gewiirdigt worden. 

Bei dieser Synthese wird 1-Cystin-dimethylester-chlorhydrat mit 
Glutaminyl-monobromid bei niedriger Temperatur in wasseriger Natrium 
bicarbonatlésung gekuppelt und aus dem Reaktionsgemisch nach dem 
Abfiltrieren von ausgefallenem Cystin das gebildete Di-Glutaminyl-l-Cystin 
mit schwefelsaurer Merkurisulfatlésung gefallt. Das zur Kupplung ge 
eignete Monobromid der d-Glutaminsaure kann nach Stewart und T'unniclif/: 
durch Einwirkung von Phosphortribromid auf d-Glutaminséiure unte1 
siedendem Toluol erhalten werden. 

Wir haben diese Kupplung etwa 15mal durchgefiihrt und dabei 
auBer recht geringen Ausbeuten auch stindig Produkte von wechselnder 
Zusammensetzung erhalten. Nur in einem einzigen Falle wurden, aus- 
gehend von 16 g Cystin-dimethylester-chlorhydrat, 2,7 g einer Substanz 
erhalten, die zwischen 161 und 187° unter Zersetzung schmolz und 
deren Schwefelgehalt 12,27°,, betrug (berechnet fiir C,,Hg0i)N,5,: 
12,87 %, S). 

In allen iibrigen Fallen waren die Ausbeuten geringer, und weiter 
war der Gehalt an Schwefel sehr schwankend; dazu wurde standig 
ein betrachtlicher Gehalt an Halogen und Asche gefunden. Im Laufe 
der Untersuchungen muBte auch noch festgestellt werden, daB die 


1 Biochem. Journ. 17, 586, 1923. 
2 Journ. of biol. Chem. 84, 269, 1929. 
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Bestimmung des Gesamtschwefels als analytisches Kennzeichen durch- 
aus ungeeignet ist, da manchmal bis zu 20°, des Schwefels als Sulfat- 
schwefel vorhanden waren. Im Versuchsteil werden einige typische 
Analysenzahlen als Beispiel angefiihrt werden. Von einer eingehenden 
Wiedergabe unserer gesamten analytischen Zahlen méchten wir ab- 
sehen, da unsere Beobachtungen durch die weiter unten folgenden 
Darlegungen zwangslos erklirt werden. Ein Vergleich unserer Beob- 
achtungen mit denen von Stewart und Tunnicliffe wird aber durch die 
knappen experimentellen Angaben der beiden Autoren auBerordentlich 
erschwert; so fehlt z.B. eine zahlenmaBige Angabe der Ausbeute 
voilstandig. 

Anfangs waren wir zur Erklirung der geringen Ausbeuten geneigt, 
Verluste bei der Aufarbeitung der Quecksilberfallung zu vermuten und 
das dabei gebildete Quecksilbersulfid als schiadliches Adsorbens zu_be- 
trachten. Orientierende Vorversuche mit dem Cystin als Modellsubstanz 
fiihrten aber zu dem Schlu8, daB die unzweifelhaft vorhandene Adsorption 
der GréBenordnung nach nicht zur ausschlieBlichen Erklarung der geringen 
Ausbeuten hinreicht. 

Erklart werden muBten aber nicht nur die geringen Ausbeuten, 
sondern auch die Beschaffenheit des erhaltenen Produktes, dessen 
Eigenschaften durchaus nicht fiir das Vorliegen einer reinen Substanz 
sprachen. 

Betrachtet man die einzelnen Stufen der angegebenen Synthese, 
so zeigen sich Schwachen an zwei Stellen. Sowohl das verwendete 
Monobromid der Glutaminsaure erscheint als ein Produkt von wenig 
geklarter Beschaffenheit und weiter ist auch der Verlauf der Kupplung 
in wasseriger, schwach alkalischer Lésung sehr unsicher. 

Die eingehende Untersuchung des angewandten Glutaminyl- 
bromids hat uns zu Ergebnissen gefiihrt, welche die schlechten Aus- 
beuten bei der Synthese vollkommen erkliren. 


Das Produkt wurde genau nach den Angaben der beiden Autoren 
dargestellt. Die Darstellung wurde vielfach wiederholt und lieferte 
Produkte, deren Eigenschaften, wie z.B. Struktur, Farbe, Brom- 
gehalt usw., mit nur geringfiigigen Schwankungen den Angaben ent- 
sprachen. 


Aus dem ermittelten Bromgehalt haben Stewart und Tunnicliffe aut 
den prozentualen Anteil an Saurebromid geschlossen, in dem von ihnen 
angegebenen Beispiel etwa 30°,,. DaB in dem Produkt nur das Monobromid 
von der Struktur HO,C.CH .(NH,).CH,.CH,.COBr vorhanden ist, 
wurde von den beiden Autoren durch Umsatz mit Anilin in wisseriger 
Lésung bewiesen. Es wurde das Hydrochlorid eines Anilids isoliert, dessen 
Gehalt an Stickstoff und Chlor auf das Monoanilid der Glutaminsiiure 
stimmt und sich geniigend von den Werten fiir ein Di-anilid unterscheidet. 
Die Stellung des eingetretenen Anilins und somit des Halogens im Bromid 
wurde durch oxydativen Abbau nach Dakin zum Monoanilid der Bernstein- 
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siure bewiesen. Abgesehen von den Analysenergebnissen und dem ge- 
fundenen Schmelzpunkte des erhaltenen Bernsteinsaéureanilids fehlen aber 
Angaben iiber Ausbeuten, Eigenschaften des Glutaminsaéureanilids usw., 
so daB ein Vergleich mit einem von uns hergestellten Anilid der Glutamin 
siure erschwert ist. 

Wir haben gefunden, daB eine Halogenbestimmung vom rohen 
Bromid als Gehaltsbestimmung an kupplungsfahigem Saurebromid 
durchaus unzureichend ist; denn bei der Einwirkung von Phosphor- 
tribromid auf Glutaminsaure entweicht der entstandene Bromwasser- 
stoff nur zum Teil, der Hauptteil wird von der Glutaminséure gebunden. 
Ein Kontrollversuch hat uns gezeigt, daB Glutaminsaure unter siedendem 
Toluol durch eingeleiteten Bromwasserstoff vollstindig in das Hydro- 
bromid iibergefiihrt wird, dessen Eigenschaften wir noch durch eine 
andere Darstellung bestimmt haben. Wieweit nun bei dem gebildeten 
Hydrobromid der Glutaminsaure auch das zur Aminogruppe a-standige 
Carboxyl ebenfalls mit noch vorhandenem Phosphortribromid reagiert, 
14Bt sich nicht schiétzen. Wir wollen aus unserem Befund daher nur 
schlieBen, daB auSer dem Saéurebromid-halogen noch Halogen in anderer 
Bindungsform vorhanden ist. 


Weiter hat sich aber gezeigt, daB unter den angewandten Reaktions- 
bedingungen bei der Darstellung des Glutaminylbromids das bereits 
gebildete Saurebromid unter dem siedenden Toluol sekundiére Um- 
wandlungen in einer weiteren Richtung erleidet; denn bestimmt man 
in dem grindlich mit Chloroform ausgewaschenen Rohbromid den 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl und den Aminostickstoff nach van Slyke, 
so ergeben sich fiir den Aminostickstoff Werte, die um etwa 17 bis 30°. 
geringer sind als die jeweils gefundenen Werte fiir den Gesamtstickstoff. 
Diese prozentualen Differenzen geben ein eindeutiges Maf fiir die 
eingetretenen Verainderungen des gebildeten Bromids. DaB das Bromid 
fiir diese Abnahme des Aminostickstoffs verantwortlich zu machen ist. 
und nicht die Glutaminsaure, ergibt sich daraus, daB freie Glutamin- 
siure beim mehrstiindigen Erwarmen unter siedendem Toluol keine 
Abnahme ihres Aminostickstoffs zeigt. 


Anfanglich hatten wir angenommen, daB bei der Darstellung des 
Glutaminséurebromids ein mehr oder weniger groBer Teil des ge- 
bildeten Bromids sich unter Abspaltung von Bromwasserstoff in Pyrro- 
lidoncarbonséure verwandelt und so AnlaB zu der gefundenen Abnahme 
des Aminostickstoffs gegeben hatte. 
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Durch Kontrollversuche hatten wir uns iiberzeugt, daB die Amino- 
N-Bestimmung nach van Slyke kombiniert mit einer Gesamtstickstoff- 
bestimmung eine quantitative Bestimmung von Pyrrolidoncarbonsaure 
neben Glutaminséure erméglicht. Ohne vorherige Versuche konnte 
das mit voller Sicherheit wegen des Gleichgewichts Glutaminsaure 
2. Pyrrolidoncarbonséure nicht angenommen werden; um so weniger 
aber in vorliegendem Falle, da in der stark sauren Lésung, wie man sie 
auch durch Auflésen des Glutaminylbromids in Wasser erhalt, Ver- 
schiebungen in Richtung der Glutaminsaure recht gut denkbar waren. 

Die Erklarung der Abnahme des Aminostickstoffs durch die 
Bildung von Pyrrolidoncarbonséure haben wir auf Grund der negativ 
verlaufenden Versuche zur Isolierung der Pyrrolidoncarbonsaure auf- 
gegeben und kénnen zur Deutung nur noch die Bildung von anderen 
Anhydriden der Glutaminsiure annehmen, wobei wir hauptsichlich 
an die von Blanchetiere’ studierten Substanzen denken. 

V1. Stanek? hat aus Gemischen von Glutaminsaure und Pyrrolidon- 
carbonsaure (aktive und Racemform) eine Trennung durch Extraktion 
der letzteren mit Ather im Soxhlet durchgefiihrt. Foreman® benutzte 
zur Trennung der beiden Sauren die Léslichkeit der Pyrrolidoncarbon- 
saiure in Eisessig, in dem Glutaminsaure nicht léslich ist. Da aber im 
vorliegenden Falle eine mehrere Tage dauernde Extraktion mit Ather 
keine mit Ather extrahierbare Substanz ergab, konnte Pyrrolidon- 
carbonsaure nicht vorhanden sein, trotzdem bei der Behandlung mit 
Eisessig nach Foreman eine Zerlegung in zwei Fraktionen médglich 
war. Die in Eisessig lésliche Fraktion stellt den Anteil des Rohbromids 
dar, der, wie eine erneute Bestimmung von Gesamtstickstoff und Amino- 
stickstoff zeigte, fiir die Abnahme des Aminostickstoffs verantwortlich 
zu machen ist; denn der Aminostickstoff betrug hier nur noch ungefahr 
10°,, des Gesamtstickstoffs. Trotz der mannigfaltigsten Versuche 
waren aber aus dem in Eisessig léslichen Anteil keine kristallinen 
Korper zu isolieren; auch die bestimmten Durchschnittsmolgewichte 
erlauben keine sicheren Schliisse auf die Natur des erhaltenen Produktes. 

Aus dem Vorstehenden geht demnach hervor, daB das nach den 
Angaben von Stewart und Tunnicliffe erhaltene Glutaminylbromid ein 
Gemisch darstellt, in dem nur ein geringer Anteil an kupplungsfahigem 
Bromid enthalten sein kann. Um eine Vorstellung zu gewinnen, wie 
groB dieser Anteil ungefahr ist, haben wir eine Probe des Rohbromids 
mit Anilin unter AusschluB von Wasser umgesetzt. Nach Entfernung 
des im Uberschu8 angewandten Anilins wurde das im gebildeten Anilid 


1 Bull. Soc. chim. France, 4. Serie, 31, 1045, 1922; 35, 1319, 1925. 

2 Zeitschr. f. Zuckerindustrie Bohmen 37, 1, 1912; 38, 1, 1913; 39, 
191, 1915. 

3 Biochem. Journ. 9, 463, 1914; 8, 184, 1914. 











332 W. Voss, R. Guttmann u. L. Klemm: 


gebundene Anilin quantitativ bestimmt und zum RiickschluB auf das 
vorhandene kupplungsfihige Bromid der Glutaminsdiure verwendet. 
Durch Parallelbestimmungen haben wir uns von der Zuverlassigkeit 
des Verfahrens tiberzeugt; wir haben so fiir ein Bromid einen Gehalt 
von 12,3°, (Parallelbestimmung 12,6°,) gefunden, wahrend nach 
Stewart und Tunnicliffe auf Grund der Halogenbestimmung allein sich 
ein Gehalt von 30,3 °,, ergeben hatte. Diese gefundenen Zahlen kénnen 
nach der Art der durchgefiihrten Bestimmung nur als obere Grenze 
gelten, denn um Verluste zu vermeiden, wurde ja nicht das gebildete 
Glutaminsaureanilid isoliert, sondern nur das gebundene Anilin be- 
stimmt, und es ist durchaus denkbar, daB beim 24stiindigen Schiitteln 
des Rohbromids mit Anilin nicht nur das vorhandene Saurebromid, 
sondern auch die oben angenommenen Anhydride der Glutaminséure 
mit Anilin zum Teil reagiert haben. 

Beriicksichtigt man nun auBer dem eben erwahnten geringen 
Gehalt des Rohbromids an kupplungsfihigem Bromid noch die un- 
vermeidliche Hydrolyse des Bromids bei Durchfithrung von Umsetzungen 
in wasseriger alkalischer Lésung, so erscheinen die geringen Ausbeuten 
bei der Darstellung des Di-Glutaminyl-cystins durchaus verstindlich. 

Eine weitere Aufklarung unserer Beobachtungen iiber die bei der 
Synthese nach Stewart und Tunnicliffe erhaltenen Produkte hat die 
Untersuchung der Hydrolyse des Cystin-Dimethylester-hydrochlorids 
gebracht. Diese Hydrolyse ist die zweite stérende Reaktion bei der 
Synthese des Di-Glutaminyl-l-Cystins und als Endprodukt dieser 
Reaktion war Cystin angenommen, das nach Stewart und Tunnicliffe 
nach mehrstiindigem Stehen ausfallt und abgetrennt werden kann. 
Wir haben festgestellt, daB die Hydrolyse des Cystin-Dimethylester- 
hydrochlorids durchaus undurchsichtig verliuft und das erwartete 
Cystin nur in geringer Menge ausfallt. 

Aus wiasserigen Lésungen von Cystin-Dimethylester-chlorhydrat, 
die mit der zur Bindung der Salzsiure notwendigen Menge Natrium- 
bicarbonat versetzt waren, hatten sich nach 24stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur nur etwa 2 bis 4°, der erwarteten Cystinmenge 
ausgeschieden, nach 148 Stunden nur etwa 10°,. Auch unter Beriick- 
sichtigung der von G. Brix! studierten Léslichkeitsbeeinflussung des 
Cystins durch Anwesenheit von Neutralsalzen kann nicht daran gedacht 
werden, vorhandenes Natriumchlorid fiir das Nichtausfallen von Cystin 
verantwortlich zu machen; denn versetzt man nach dem Abfiltrieren 
des nach 24 Stunden ausgefallenen Cystins das erhaltene Filtrat mit 
einer schwefelsauren Merkurisulfatlésung, wie sie auch von Stewart 
und Tunnicliffe zur Isolierung ihres Kupplungsproduktes angewandt 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 109, 1928. 
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worden ist, so erhalt man eine Quecksilberfallung, die in der iiblichen 
Weise zersetzt und aufgearbeitet werden kann. Man erhilt so eine 
gelbe, amorphe hygroskopische Substanz, die etwa 20 bis 30 °,, Schwefel, 
11 bis 15°, Chlor und etwa 1 bis 2,5°, Asche enthalt. Bei - ver- 
schiedenen Versuchen waren die gefundenen Unterschiede der ge- 
fundenen Werte nur gering, selbst in dem Versuch, bei dem die Fallung 
mit Merkurisulfat erst nach 148 Stunden vorgenommen wurde. Es 
ist augenscheinlich, daB dieses Produkt in mehr oder minder geringem 
AusmaBe bei der Darstellung nach Stewart und Tunnicliffe das ge- 
wiinschte Di-Glutaminyl-cystin als unerwiinschte Verunreinigung be- 
gleiten muB. 

Wir halten mit dem Vorstehenden unsere im Anfang erwahnten 
Beobachtungen iiber den Gehalt an Chlor, Schwefel und Asche der 
synthetischen Produkte fiir hinreichend erklart. 

Wenn uns die beschriebenen Untersuchungen veranlaBt haben, 
die von Stewart und Tunnicliffe angegebene Form der Synthese als 
wenig geeignet abzulehnen, so fehlt auch uns jede Méglichkeit der 
Erklarung, wie das nach diesem Verfahren gewonnene Produkt beim 
Vergleich mit dem natiirlichen Glutathion durch die beiden Autoren 
den gleichen Drehwert zeigen konnte. 

Wir haben auf breiter Basis mit einem synthetischen Aufbau von 
Glutaminsaéurepeptiden begonnen und dabei das Hauptgewicht zu- 
nachst auf die Synthese von Peptiden aus Glutaminséure und Cystin 
gelegt in der Absicht, die synthetischen reinen Produkte mit dem 
natiirlichen Glutathion, das wir nach der Vorschrift von J. M. Johnson 
und C. Voegtlin! dargestellt haben, zu vergleichen. Dieser Vergleich 
sollte unter anderem auch die Klirung bringen, ob und wieweit unsere 
Zweifel an der bisher angenommenen Konstitution berechtigt waren. 

DaB gerade bei den Amino-dicarbonsaiuren Synthesen experimentell 
nicht einfach sind und eine standig sichernde Priifung der erhaltenen 
Zwischenstufen verlangen, werden wir in nichster Zeit mitteilen kénnen. 
Durch eine Kombination mit dem Cystin werden die Schwierigkeiten 
der Synthese natiirlich noch vermehrt. M. Bergmann und Mitarbeiter? 
haben z. B. bei noch relativ einfachen Peptiden des Cystins eine recht 
geringe Bestandigkeit gegen Alkalien gefunden. Wir haben feststellen 
miissen, daB Unsicherheiten bereits bei den Benzoyl- und Acetyl- 
derivaten des Cystins beginnen. 

Um die als so wenig empfehlenswert erkannte Kupplung von Cystin 
mit anderen Komponenten in wasseriger Lésung zu vermeiden, haben 
wir auf ein Verfahren zuriickgegriffen, daB unter anderen von Abder- 


1 Journ. of biol. Chem. 75, 703, 1927. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 189, 1926; A. 448, 32, 1926. 
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halden, Wurm und Spinner! angewandt worden ist und bei dem die 
freien Ester von Aminosauren in Chloroform mit Saurechloriden um- 
gesetzt werden. Als erstes Produkt der Reaktion werden die acylierten 
Aminosaureester erhalten, die dann erst zu den freien acylierten Amino- 
sduren verseift werden miissen. Um zu priifen, wieweit eine Ubertragung 
des Verfahrens, insbesonders auch der zweiten Stufe der Reaktion auf 
die Darstellung von Cystinderivaten méglich ist, haben wir auf diesem 
Wege Dibenzoyl-cystin-dimethylester und daraus das Dibenzoyl-cystin 
dargestellt. Die Reaktionen verliefen mit recht guter Ausbeute, lieferten 
aber Produkte mit anderen Schmelzpunkten, als die bisher in der 
Literatur? angegebenen. Da aber andererseits die bisher in der Literatur 
beschriebenen K6rper analytisch nicht vollstaéndig charakterisiert und 
Bestimmungen der Drehungen nicht vorhanden waren, wurde daher 
nach Curtius® das Dibenzoyl-cystin aus Benzoylchlorid und Cystin 
hergestellt und das Dibenzoyl-cystin in den Methylester ibergefihrt. 
Bei den verschiedenen Wegen der Darstellung wurden die gleichen 
Schmelzpunkte und die gleichen Drehwerte gefunden, so da®B wohl die 
Reinheit der von uns dargestellten Substanzen gewahrleistet ist. 

Mit der Darstellung des Diacetyl-l-cystin-dimethylesters sind wir 
Hoshikuni Juone* begegnet, der das bisher unbekannte Diacetyl-cystin 
dargestellt hat. Uber den Methylester des Diacetylcystins berichtet 
der japanische Forscher nicht; nach seinen Erfahrungen wird es aber 
empfehlenswert sein, bei der Darstellung von Cystinderivaten den 
Propylester des Cystins zu verwenden, der eine gréBere Bestaindigkeit 
als die Methyl- und Athylderivate besitzt. 


Versuche. 

Fiir die Darstellung des Di-Glutaminyl-cystins nach der Vorschrift von 
Stewart und Tunnicliffe sei das folgende Beispiel angegeben: 

Aus 11 g Cystin-dimethylester-chlorhydrat und 55 g Glutaminylbromid 
(Bromgehalt 11,6°%) wurden 2,2 g Endprodukt erhalten. Die Substanz 
war amorph, leicht gelblich, hygroskopisch und in Wasser klar léslich. 

Gesamtschwefel (nach Carius): 21,47°%. 

0,1392 g Substanz; 0,2176g BaSQ,. 

Sulfatschwefel: 6,30°%. 

0,1419 g Substanz; 0,0651 g BaSQ,. 

Asche: 1,76%. 

0,1077 g Substanz; 0,0019 g Asche. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 160, 1912; 107, 1, 1919. 

2 Baumann und Goldmann, ebendaselbst 12, 255, 1888; Curtius, Journ 
f. prakt. Chem. II, 95, 327, 1917; Wolf und Rideal, Biochem. Journ. 16, 
548, 1922. 

3 Journ. f. prakt. Chem. II, 95, 363, 1917. 

4 Chem. Centralbl. 1929, II, 2770. 
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Eine Halogenbestimmung ist an diesem Produkt nicht durchgefiihrt 
worden, ein Endprodukt aus einem anderen Ansatz enthielt 10,70°,, Chlor. 


d-Glutaminsdure-H ydrobromid. 

1. d-Glutaminsaiure wurde in der berechneten Menge wisseriger Brom- 
wasserstoffsiure gelést, die Lésung mit Alkohol versetzt und die Kristalli- 
sation des Hydrobromids durch Zusatz von Ather vervollstandigt. Das 
Glutaminsaiure-Hydrobromid wurde dabei in langen, weiBen,  seide- 
glinzenden Nadeln erhalten, die zwischen 202,5 und 203,5° schmolzen. 

0,2079 g Substanz; 9,17cem n/10 AgNO,, 
0,2108 g a ; 11,9 ,, N (23°; 746mm). 

C;H,,O,NBr. Ber.: N 6,14, Br 35,05; Gef.: N 6,39, Br 35,25. 


Drehung in Wasser: 
[a]? = + 0,66 . 5,4218/1,0301 . 0.3755 . 0,5 + 18,5°. 


2. 2g reine d-Glutaminsiure wurden in etwa 30cem Toluol auf- 
geschlimmt und in das schwach siedende Gemisch trockner Bromwasser- 
stoff eingeleitet. Nach kurzer Zeit hatte sich das feinpulverige Ausgangs- 
material in derbe, farblose Kristalle verwandelt. Die abgesaugten und 
gut mit Ather gewaschenen Kristalle wurden iiber Schwefelséure und 
Paraffin getrocknet. Sie waren in Wasser leicht léslich, sinterten bei 196,5°, 
schmolzen zwischen 201,5 und 203,5°; bei 203,5° trat plétzlich Zer- 
setzung ein. 

0,1870 g Substanz; 9,07 n/10 AgNO,, Gef.: Br 38,76. 

Der héhere Bromgehalt des nicht weiter gereinigten Produktes kann 
wohl durch eingeschlossenen Bromwasserstoff erklirt werden. 


Bestimmung von Glutaminsdure neben Pyrrolidoncarbonsdure 
durch Amino-N-Bestimmung nach van Slyke}. 


1. 0,1363 g d-Glutaminséiure und 0,2113 g d,1l-Pyrrolidoncarbonsiure 
wurden in 12cem 50°,iger Essigsiure gelést. 
Zu Bestimmungen verwendet: 
2,5cem: 4,65cecem N (20°; 760 mm). 
Amino-N fiir das Gemisch: Ber. 3,73; gef. 3,65. 
Prozentgehalt an Glutaminsaiure: Ber. 39,21; gef. 38,38. 
2. 0,2023 g d-Glutaminséure, 0,1545g d,1-Pyrrolidoncarbonséure in 
l5cem 50°%iger Essigsiure. Verwendet: 2,5 ccm. 
5,52 cem N (20°; 761 mm). 
Amino-N fiir das Gemisch: Ber. 5,39; gef. 5,29. 
Prozentgehalt an Glutaminsaure: Ber. 56,7; gef. 55,6. 


© 


3. Reine d, l-Pyrrolidoncarbonséure in wisserigem Bromwasserstoff 
entwickelte innerhalb von 5 Minuten verglichen mit einem Blindversuch 
keinen Stickstoff. 


1 Verwendet wurde die von H. Fuchs modifizierte Mikroapparatur. 
Diese Zeitschr. 176, 32, 1926. 
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Analytische Untersuchung des nach Stewart und Tunnicliffe 
dargestellten Glutaminylbromids. 


Bei den wiederholten Darstellungen wurden Produkte erhalten, die 
der Beschreibung durch die beiden Autoren entsprachen. Besonderer Wert 
wurde auf das griindliche Auswaschen des Rohprodukts mit Chloroform 
gelegt. Das als feste, grobkérnige gelbe Masse erhaltene Produkt eines 
Ansatzes aus etwa 20g Glutaminsaéure wurde dazu in einer Kugelmiihle 
unter FeuchtigkeitsausschluB fein zermahlen, mit etwa 1 Liter trockenem 
Chloroform ausgewaschen und iiber Schwefelséiure, Phosphorpentoxyd und 
Paraffin getrocknet. 

A. Bestimmt wurde: 

Bromgehalt, Gesamtstickstoff, 
Amino-Stickstoff und Phosphorgehalt. 


Von Produkt ITV und V (s. Tabelle) wurden Proben mit Anilin zum 
Anilid umgesetzt. 

Von Produkt IV, das nach Stewart und Tunnicliffe 30,26°,ig sein 
sollte, wurden 9,6352 g mit 50 cem trocknem Anilin 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Die feine Emulsion wurde 
mit Wasser verdiinnt und mit der zur Neutralisation des Bromwasserstoffs 
erforderlichen Menge Natriumbicarbonat versetzt. Das Anilin wurde 
erschépfend mit Ather extrahiert. Die ausgedtherte Lésung wurde 
mit Salzsaure angesiuert und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Ent- 
sprechend dem Vorgehen von Stewart und Tunnicliffe bei der Darstellung 
von Glutaminséure-anilid-chlorhydrat wurde der Riickstand mit etwa 
400 cem abs. Alkohol extrahiert. Der Alkohol hinterlieB beim Absaugen 
einen gelben, teilweise kristallinen, zum gréBten Teil aber sirupésen Riick- 
stand, der 6,2075 g wog. 

Dieser Riickstand wurde in drei Portionen geteilt. 

Aus der einen Portion wurde vergeblich versucht, das (;lutaminsaure- 
anilid in Form seines Chlorhydrates zu isolieren. Aus der alkoholischen 
Lésung wurden nur amorphe unreine Produkte erhalten. Es wurde daher 
auf die Reingewinnung des Anilids verzichtet und in den beiden anderen 
Portionen der Gehalt an Anilin bestimmt. 

a) Eine Portion von 1,8672 g des gut durchmischten, bis zur Gewichts 
konstanz getrockneten Sirups wurden mit 10°, iger Schwefelsiure 2 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht, die Lésung wurde alkalisch gemacht und das 
Anilin mit Wasserdampf abdestilliert. Das mit Kochsalz gesittigte Destillat 
wurde erschépfend ausgeathert. Der Ather hinterlieB nach dem Trocknen 
und langsamen Abdestillieren iiber einem Birektifikator nach Golodetz 
0,1583 g Anilin. Der gesamte Riickstand von der alkoholischen Extraktion 
hatte demnach 0,5263 g Anilin ergeben. 

0,5263 ¢ Anilin = 1,462 g Glutaminséure-anilid-chlohydrat 1,187 g 
Saurebromid im Ausgangsmaterial; das Rohbromid hatte demnach 12,32°,, 
kupplungsfahiges Bromid enthalten. 


Zur Kontrolle wurden die erhaltenen 0,1583 g Anilin zum Thiocarbanilid 
umgesetzt. Die Rohausbeute betrug 0,1766 g, das sind 91,01°,des Thio- 
earbanilids. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol wurden 0,1695 g 


reines Thiocarbanilid (Schmelzpunkt 152 bis 153°) erhalten, das sind 87,37 
der Theorie. 
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b) Die Restportion von 2,2370g¢ des oben erwaihnten Alkohol- 
riickstandes wurde in der gleichen Weise verarbeitet und ergab 0,2156 g 
rohes Thiocarbanilid, die bei der entsprechenden Umrechnung 12,55, 
Glutaminséurebromid fiir das Ausgangsmaterial ergeben. 

Von Produkt V, das nach Stewart und Tunnicliffe auf Grund des 
Bromgehaltes 44,28°, Glutaminsiurebromid enthalten sollte, ergab der 
eben an dem Produkt IV beschriebene Umsatz mit Anilin nur einen Gehalt 
von 11,90°, Saurebromid. 


Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengetaBbt worden. 





I IT Ill IV \ VI 

Saurebromid nach Stewart 

und Tunnicliffe. . .% 36,02 34,81 28,22 30,26 44,27 37,35 
Brom Bas? ee 13,72 13,25 10,74 11,52 16,85 14,21 
Gite 2 ska wo CH 7,56 7,20 7.81 7,54 7,66 8.11 
ee eed, = 5,67 5,96 6,19 6,72 591 5,60 
Imino-N vom Gesamt-N.°, 25,0 17,2 20,7 10.9 | 227 30,9 
a oes, * — 0,79 0,66 0.37 0.98 
Saurebromid, bestimmt 

durch Umsatz m. Anilin °% - - 12,32 11,90 

(12.55) 


B. Unveranderte Glutaminsiure wurde aus dem Rohbromid folgender- 
maBen isoliert: 


15,3203 g von Produkt III (s. Tabelle) wurden mit einer dem Brom- 
gehalt entsprechenden Menge einer 5°, igen wasserigen L6sung von Natrium- 
hydroxyd verriihrt, wobei das gelbliche Produkt nur zum Teil in Lésung 
ging. Der rein weiBe kristalline Riickstand wurde abgesaugt und mit Alkohol 
und Ather gewaschen. Erhalten wurden 7,1 g fast reine Glutaminséure, 
die durch Schmelzpunkt und Stickstoffhestimmungen (Cesamt-N und 
Amino-N) identifiziert wurde. 

Durch Konzentration der gelben Lésung wurden noch 0,8 g Glutamin- 
siure erhalten, die aber bereits etwa 2°, Bromnatrium enthielt. 

C. Trennung des Rohbromids durch Extraktion mit Eisessig nach 
Foreman’. 


8,3936 g Rohbromid (II in der Tabelle) wurden in 100 cem einer Natrium- 
hydroxydlésung gegeben, die dem Bromgehalt entsprechend 0,5568 g Natrium- 
hydroxyd enthielt. Die ungeléste Glutaminsaiure wurde abfiltriert und das 
Filtrat im Vakuum bei maximal 60° zur Trockne verdampft. Der gelhe 
hygroskopische Riickstand wurde kalt zweimal mit Eisessig (durch mehr- 
faches Ausfrieren gereinigt) extrahiert. Der Riickstand war ein rein weiBes, 
nicht hygroskopisches, kristallines Pulver, das neben Natriumbromid noch 
Glutaminséure enthielt. Der gelbe Ejisessigextrakt wurde im Vakuum 
zur Trockne verdampft. Erhalten wurde ein gelbgriiner, ziher Sirup, der 
nach langerem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure und Kalium- 
hydroxyd sich in eine harte, glasige Masse umwandelte. 

Gewicht: 3,9540 g. 


1 Biochem. Journ. 9, 463, 1914; 8, 184, 1914. 
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ane an Bromnatrium auf Grund der Brombestimmung: (0,2204 g 
Substahz; 3,64ccm n/10 AgNO,) 0,679 g NaBr ET %- 

Gesamt-N nach Kjeldahl, bezogen auf alkalifreie Substanz: 5,54°, 
(1,381 g Substanz; 54,66cem n/10 H,SO,). 

Amino-N nach van Slyke, bezogen auf alkalifreie Substanz: 0,55° 
(0,0457 g Substanz; 0,45ccem N, 21°, 760 mm). 


Oo 


Versuche, aus dem Eisessigriickstand kristallisierte Produkte zu ge- 
winnen, blieben erfolglos, geringfiigige Mengen von Kristallen bestanden 
nur aus Natriumbromid. Eine wisserige Lésung wurde mit frisch gefalltem 
Silbercarbonat geschiittelt, beim Erwarmen des klaren, farblosen Filtrats 
erfolgte eine Abscheidung von schwarzem metallischen Silber. (Glutamin- 
siure und Pyrrolidoncarbonsiure gaben bei dieser Behandlung keine 
Reduktion. 


Hydrolyse des l-Cystin-dimeth ylester-chlorh ydrats. 


a) 4g Cystin-dimethylester-chlorhydrat wurden in etwa 300 ccm 
Wasser gelést und zur Lésung die zur Neutralisation der Salzsaure er- 
forderliche Menge Natriumbicarbonat (1,971 g) gegeben. Das nach 
24 Stunden ausgefallene Cystin (0,0947 g 3,3°, der bei vollstandiger 
Verseifung zu erwartenden Cystinmenge) wurde abfiltriert und die Lésung 
zur Trockne eingedampft. Der feste Riickstand wurde mit Wasser auf- 
genommen und der nicht sogleich in Lésung gehende Anteil von 0,2484 g 
(Cystin?) abfiltriert. Das Filtrat wurde mit schwefelsaurer Lésung von 
Merkurisulfat (Reagens nach Hopkins-Cole) versetzt, bis keine erneute 
Fallung mehr stattfand. Die Fallung wurde in der iiblichen Weise mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und aufgearbeitet. Erhalten wurden 0,4624 g 
einer schwach gelblichen, in einem Gemisch von Alkohol-Ather unléslichen 
Substanz. 


0,1043 g Substanz: 0,1603 g BaSO,, gef.: 21,11 Gesamt-S; 


0,1624 ¢ a 0,0354 g BaSQO,, * 2,99 Sulfat-S; 
0,1015 ¢ os 0,0571 g AgCl, » 13,92 Cli; 
0,0904 ¢ og 0,0021 ¢ Asche, ae 2.3. Asche. 


b) Eine Wiederholung von Versuch a) ergab ein Produkt mit: 

23,039, Gesamt-S; 1,42 Sulfat-S; 11,249 Cl; 0,979, Asche. 

c) Bei einem dritten Versuch mit den gleichen Mengen wie unter a) 
wurde die Lésung bei Zimmertemperatur 148 Stunden stehengelassen. 
Nach dieser Zeit waren nur 9,70°%, der theoretischen Cystinmenge ausgefallen. 
Aus dem Filtrat wurde mit Merkurisulfat ein Produkt regeneriert, das sich 
von den Endprodukten a) und b) kaum unterschied. 


0,1115 g Substanz: 0,1635 g BaSQ,, gef.: 20,14 Gesamt-S; 


0,1261 g ‘ 0,0814g¢ AgCl, - 15,97 Cl; 
0,2314 ¢ ma 0,0057 g Asche, i 2,46 Asche. 


Di-benzoyl-l-cystin-dimethylester. 


1. Aus Benzoylcehlorid und 1-Cystin-dimethylester. 


9,7343 g 1-Cystin-dimethylester-chlorhydrat wurden in der zehnfache 
Menge Methylalkohol gelést und die zur Neutralisation der Salzsiure 
notwendige Menge 2°,iger Natriummethylatlésung dazugegeben und 
durch Zusatz von trockenem Ather die Abscheidung von Natriumchlorid 
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vervollstaindigt. Das Natriumchlorid wurde unter AusschluB der Luft- 
feuchtigkeit abgesaugt und ausgewaschen. Das schwach gelbliche Filtrat 
wurde im Vakuum konzentriert ; durch starkes Einkiihlen der Vorlage (Kohlen- 
siure-Aceton) und Verwendung eines weiten Verbindungsrohres (25 mm) 
mit dem Verdampfungsgefi8B war es méglich, in etwa 30 bis 40 Minuten 
bei maximal 30° den zuriickbleibenden freien Cystinester zur Gewichts- 
konstanz einzuengen. Das zuriickgebliebene briunliche ©] (7,503 g), das 
nur schwach nach Ammoniak roch, wurde in trockenem Chloroform gelést 
und unter Kithlung 3,90 g Benzoylchlorid (1 Mol) in Chloroform zugetropft. 
Es bildete sich ein voluminéser weiBer Niederschlag von Cystinesterhydro- 
chlorid, der nach mehrstiindigem Stehen des Reaktionsgemisches unter 
AusschluB der Luftfeuchtigkeit abgesaugt und mit Chloroform ausgewaschen 
wurde. 


Filtrat und Wasch-Chloroform wurden im Vakuum bei 60° zur Trockne 
verdampft. Der kristalline, braunliche Riickstand (6,5 g 95°, der 
Theorie) wurde bis zur Konstanz des Schmelzpunktes aus Aceton um- 
kristallisiert, bei der ersten Kristallisation unter Anwendung von A-Kohle. 
Als konstant bleibender Schmelzpunkt wurde schon nach der dritten 
Kristallisation 176 bis 177° gefunden. Aus Aceton kristallisiert der Ester in 
feinen, weiBen Nadeln, die in Biischeln angeordnet sind. Aus Methyl- und 
Athylalkohol scheidet er sich gewohnlich als Gel ab; nur in wenigen Fallen 
wurde die Bildung von Kristallen auch bei Verwendung von Alkohol als 
Lésungsmittel beobachtet. Der Ester ist ferner léslich in Chloroform, 
unléslich in Ather und Petrolather. 


0,1289 g Substanz: 0,2611 g CO,, 0,0618 g H,O; 
0,2282 g on 11,4cem N (23°, 759 mm); 
0,1247 g ” 0,1233 g BaSQ,. 
Cy.HyN,S,0,. Ber.: C 55,43; H 5,08; N 5,88; S 13,46. 
Gef.: C 55,27; H 5,36; N 5,76; S 13,59. 
Drehung in Athylalkohol absolut: [a]j? = — 1,73 . 36,4674/2 . 0,7914 
0,2176 = — 183,7°. 


2. Veresterung von Di-benzoyl-l-cystin. . 

Das nach Curtius! dargestellte Dibenzoyl-l-cystin (siehe die Angaben 
weiter unten) wurde nach einer auch von Curtius gegebenen Vorschrift 
mit Methylalkohol und Salzséure verestert. 


Curtius hat fiir den Methylester als Schmelzpunkt 192 bis 193° an- 
gegeben. Das erhaltene Produkt schmolz nach einmaligem Umkristallisieren 
aus Aceton bei 170 bis 172°. Nach der sechsten Kristallisation aus Aceton 
blieb der Schmelzpunkt konstant bei 176 bis 177°. Die Mischprobe mit dem 
Methylester aus der obenstehenden Darstellung ergab keine Depression. 


0,1206 g Substanz: 0,2455¢ CO,. 0,0565 g H,O; 


0,2220 ¢g 9 10,9 cem N (19°, 740 mm); 
0,1217 g me 0,1207 g BaSQ,. 


Gef.: C 55,56; H 5,24; N 5,59; S 13,62. 


1 Journ. f. prakt. Chem. II, 95, 327, 1917. 
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Di-benzoyl-l-cystin. 
1. Aus dem Methylester. 

3g des reinen Esters wurden mit 100 ccm 2n Salzsiure 2 Stunden 
gelinde am RiickfluBkiihler gekocht. Die anfangs kristalline Substanz ging 
allmahlich in eine durchscheinende Gallerte iiber. Sie wurde auf der Nutsche 
gut abgepreBt, mit kaltem Wasser gewaschen und iiber Schwefelsiure 
getrocknet. Das getrocknete Produkt wurde fein zerpulvert und zur Ent- 
fernung noch etwa unverseifter Anteile mit Chloroform ausgekocht. Das 
Chloroform hinterlieB beim Abdampfen aber nur einen sehr geringen Riick- 
stand. Rohausbeute an Dibenzoyl-l-cystin: 2,26 g 80°, der Theorie). 
Da die Substanz amorph erhalten worden ist, gestattete die Bestimmung 
eines Rohschmelzpunktes keine Riickschliisse auf die Reinheit des Produktes. 
Das Di-benzoyl-l-cystin ist zum Unterschied von seinem Methylester in 
Chloroform unléslich, in anderen Lésungsmitteln sind die Léslichkeits- 
verhaltnisse ahnlich wie bei dem Ester. Das beste Lésungsmittel ist auch 
hier Aceton, aus dem es in ahnlichen feinen, weiBen Nadeln zu erhalten 
ist, wie der Methylester. Aber erst nach der sechsten Kristallisation aus 
Aceton wurde als konstant bleibender Schmelzpunkt 195,5 bis 196,5° 
gefunden. 

5,267 mg Substanz: 10,370 mg CO,, 2,26mg H,O; 
0,1647 g a 9,25cem N (22°; 747 mm). 
CypHepO,N2Sq- Ber.: C 53,55; H 4,50; N 6,25; S 14,30. 
Gef.: C 53,71; H 4,80; N 6,38. 


Drehung in Athylalkohol absolut: [aj 3,45 . 13,0953 /0,7925 . 2 
- 0.1284 222,0°. 


2. Nach Curtius aus Benzoylchlorid und 1-Cystin. 


Rohausbeute 91,6°,, der Theorie. Bei dem Auskochen mit Aceton blieb 
aber noch unverandertes Cystin zuriick. Der in Aceton geléste Teil schied 
sich beim Erkalten in feinen, weiBen Nadeln aus, die zwischen 181 und 187° 
schmolzen (Ausbeute: 70°, der Theorie). Bei Wiederholungen der Kristalli- 
sation aus Aceton stieg der Schmelzpunkt bestandig; erst nach der achten 
Kristallisation blieb der Schmelzpunkt konstant bei 195,5 bis 196,5°. 


0,1210 g Substanz: 0,2372 g CO,, 0,0499 g H,O; 


0,4563 g ne 20,10 cem n/10 H,SO, (Kjeldahl); 
0,1238 g ins 0,1275 g BaSQ,. 
Gef.: C 53,48; H 4,62; N 6,17; S 14,15. 
Drehung in Athylalkohol absolut: [a]}) — 1,58 . 9,7202/0,7913 . 1 
- 0,087 223,8°. 


Diacet yl-l-cystin-dimeth ylester. 


Die Darstellung erfolgte analog dem Benzoyl-derivat aus Acetylchlorid 
und freiem Cystin-dimethylester. 

Als Rohprodukt wurde in 85°,iger Ausbeute ein dicker, braunlicher 
Sirup erhalten, der in methylalkoholischer Lésung mit A-Kohle entfarbt 
wurde. Da aus Methylalkohol nach tagelangem Stehen nur wenige Kristalle 
in Form von feinen farblosen Nadeln erhalten wurden, mubte der Alkoho! 
im Vakuum wieder entfernt werden. Aus dem Riickstand wurden durch 
zweimalige Kristallisation aus einem Gemisch von Essigester und Petrol- 
ther (40 bis 60°) in einer Ausbeute von etwa 5°, feine, weiBe Nadeln er- 
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halten, die bei 125,5 bis 126,5° schmolzen. Der Diacetyl-l-cystin-dimethyl- 
ester ist leicht léslich in Wasser, Athyl- und Methylalkohol, weniger leicht 
in Essigester und unléslich in Petrolather. 


5,268 mg Substanz: 7,940 mg CO,, 2,66mg H,O; 


10,089 ,, % 13,350 ,, BaSO,; 
0,3028 g 9 17,35 cem n/10 H,SO, (Kjeldahl), 


CyzHepOgN2Sq. Ber.: C 40,88; H 7,95; S 18,20; 
Gef.: C 41,12; H 5,65; N 8,03; S 18,17. 


A 


§,72; 


Drehung in Wasser: 
[a};) — 1,12 . 138,9993/1,0011 . 1. 0,183 - 85,599. 


Die zur vorliegenden Untersuchung gebrauchten wertvollen Aus- 
gangsmaterialien sind von der Chemischen Fabrik Promonta, Hamburg, 
zur Verfiigung gestellt worden, und dariiber hinaus ist auch durch Ge- 
wahrung von weiteren Mitteln die Arbeit weitgehend geférdert worden. 
Fir die groBziigige Unterstiitzung sei auch an dieser Stelle gedankt. 





Qualitative und quantitative Untersuchungen 
iiber den Fermentgehalt der Haustierfizes. 


Von 
Fr. Wilhelm Krzywanek und Bedi-i Schakir. 


(Aus dem veterinir-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1930.) 


Wahrend Untersuchungen des menschlichen Kotes auf Fermente ver- 
schiedentlich durchgefiihrt wurden und aus den Ergebnissen diagnostische 
Schliisse gezogen werden kénnen, liegen bisher nur sehr wenige der- 
artige Untersuchungen tber den Fermentgehalt des Tierkotes vor, 
eine Tatsache, auf die der eine von uns! vor kurzem aufmerksam ge- 
macht hat. Die spirlichen Untersuchungen dieser Art beziehen sich 
nur auf den Hund, und zwar haben sich Eberle und Krall? und Réhm 
und Goldmann*® mit dem Nachweis des Trypsins, Pfeiffer* mit dem 
des Labferments und Molndr® mit dem der Lipase befabt. Es lag daher 
nahe, diese Liicke auszufiillen und den Kot der anderen Haustiere 
auf seinen Fermentgehalt zu untersuchen. 


Untersuchungsmaterial. 


Zu unseren Untersuchungen standen uns zwei Pferde, zwei Rinder, 
ein Schaf, zwei Ziegen, zwei Schweine und ein Hund zur Verfiigung, deren 
Kot auf das Vorhandensein von Pepsin, Trypsin, Erepsin, Nuclease, Diastase, 
Invertase, Maltase, Lactase und Lipase untersucht wurde. Die unter- 
suchten Tiere waren gesund und befanden sich in einem guten Ernéhrungs- 
zustande. Die Fiitterung war die ortsiibliche, und zwar erhielten die Pferde 
Hafer, Hacksel und Heu, die Rinder Hafer, Kleie, Gerstenschrot, Hacksel, 
Heu und Riibenschnitzel, das Schaf Weizenkleie, Heu und Riiben, die 
Schweine Kartoffeln bis zur Sattigung und taglich 1 kg eines Kraftfutters, 
bestehend aus 93°, Gerstenschrot, 5°, Fischmehl und 2°, Schlimmkreide, 
die Ziegen Gerstenschrot, Kleie, Sojabohnenschrot und Heu, der Hund ge- 
kochten Reis und Pferdefleisch. 


1 Fr. W. Krzywanek, Mangolds Handb. d. Ernaihrung u. d. Stoff- 
wechsels d. landw. Nutztiere 2. Berlin, Julius Springer, 1929. 

2 G. Eberle und L. Krall, Collegium 1911, 8. 201. 

3 0. Réhm und M. Goldmann, ebendaselbst 1911, S. 265. 

4 Th. Pfeiffer, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 8, 381, 1906. 

5 B. Molndr, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 326, 1917. 
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Proteolytische Fermente. 


In bezug auf seine eiweiBspaltende Kraft wurde der Kot der 
einzelnen Tiere auf seinen Gehalt an Pepsin, Trypsin und Nuclease 
untersucht. 

Zum Nachweis des Pepsins in den Fizes benutzen wir die von 
Abderhalden! angegebene Methode des allgemeinen Pepsinnachweises 
mit Elastin in einer fein verriebenen 10°, igen Kotaufschwemmung. 
Da die Versuche mit allen Kotproben auch nach 48stiindigem Auf- 
enthalt im Brutschrank negativ ausfielen, ist zu schlieBen, dap in 
den Kotproben aller untersuchten Tiere Pepsin nicht anwesend war. 

Den Nachweis des 7'rypsins fiihrten wir quantitativ und benutzten 
hierzu die zweckmaBige Methode nach Lohrisch?. Als Fermenteinheit 
wird danach diejenige Anzahl Kubikzentimeter einer 0,1°/,igen Casein- 
lésung bezeichnet, die durch 1 g Fiazes vollstandig verdaut werden. 

Mit dieser Methode ergaben sich in den untersuchten Fazes 
folgende Trypsineinheiten : 

Tabelle I. 





Tierart Trypsineinheiten Tierart Trypsineinheiten 
ae 50 Ziege ... 68 
ee 40 Schwein .. 10) 
ae 40 Hund ... 200 


Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daB der Fleischfresser- 
kot den héchsten Trypsingehalt aufweist. Dies entspricht durchaus 
dem, was aus physiologischen Griinden zu erwarten ist; die Kost des 
Hundes enthalt Fleisch und dieses ist nach den bekannten Unter- 
suchungen ein starker Erreger der Pankreassekretion und Trypsin- 
bildung. Dann folgt das Schwein, das ja in seiner Nahrung durch das 
Fischmehl ebenfalls ziemlich erhebliche Mengen EiweiB erhalt. Die 
geringste verdauende Kraft weist dann der Pflanzenfresserkot auf, 
weil bei diesen Tieren das EiweiBverhaltnis in der Nahrung viel weiter 
ist. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Pflanzenfressern sind 
nur wenig ausgepragt. 

Um einen Uberblick iiber die Anwesenheit von Erepsin zu ge- 
winnen, stellten wir einige qualitative Vorversuche mit Seidenpepton 
nach der Methode von Abderhalden*® an; in allen Versuchen war der 


1 E. Abderhalden und Fr. W. Strauch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 
315, 1911. 

2 H. Lohrisch, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IV, 
Teil 6, 1. Halfte, S. 192. Berlin und Wien, Urban & Schwarzenberg, 1926. 

8 E. Abderhalden und E. Steinbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 293, 
und 312, 1910. 
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Nachweis von Tyrosinkristallen zu erbringen, so daB in den verwendeten 
Fdzesfiltraten stets Erepsin vorhanden war. 

Zur quantitativen Bestimmung des Erepsins verwendeten wir die 
Methode von Kobzarenko! in Reihenversuchen wie beim Trypsin- 
nachweis mit einer nach Cohnheim hergestellten Peptonlésung. Die 
Menge Peptonlésung in Kubikzentimeter, die durch 1 g Fazes verdaut 
wird, gibt hiernach die Zahl der im Kot vorhandenen Erepsineinheiten an. 

Fiir die untersuchten Fizes ergaben sich mit dieser Methode 
folgende Erepsinmengen: 

Tabelle ll. 





Tierart Erepsineinheiten Tierart Erepsineinheiten 
Pree wo 3 ss 20,0 meme ss 20,0 
eae 6,7 Schwein . . 20,0 
a 40,0 Mend... 10,0 


Aus dieser Zusammenstellung ist zu ersehen, da hinsichtlich des 
Erepsins die Verhaltnisse nicht so klar liegen wie beim Trypsin. Be- 
sonders auffallend ist hier der hohe Gebalt des Schafkotes, der den 
des Hundes um das Vierfache iibertrifft. Der Hund als Fleischfresser 
steht hinsichtlich dieses Ferments beinahe an letzter Stelle. 

Die Nuclease wurde qualitativ nach der Vorschrift von Ury? 
bestimmt. Samtliche Versuche ergaben iibereinstimmend die <Ab- 
wesenheit von Nuclease, ein Befund, der mit den Versuchen am Menschen 
iibereinstimmt; denn auch beim Menschen findet sich im normalen 
Kot keine Nuclease. 


Kohlenhydratspaltende Fermente. 

Wie schon erwahnt, untersuchten wir die zur Verfiigung stehenden 
Fazes hinsichtlich ihrer kohlenhydratspaltenden Wirkung auf die An- 
wesenheit von Diastase, Invertase, Maltase und Lactase. 

Die Diastase wiesen wir qualitativ nach der Methode von Einhorn® 
nach mit dem Ergebnis, da8 in allen untersuchten Kotproben diastatisches 
Ferment vorhanden war. Daraufhin wurde auch hier eine quantitative 
Bestimmung nach der Methode von Rotky* durchgefiihrt. Hierbei 
wurde einmal die diastatische Kraft im Normalkot, dann in dem durch 
Dialyse salzfrei gemachten und schlieBlich im letzteren nach Zusatz 
bestimmter NaCl-Mengen bestimmt. Da naimlich die Wirksamkeit de1 


| S. Kobzarenko, diese Zeitschr. 66, 344, 1914. 

2 H. Ury, ebendaselbst 28, 153, 1910. 

3 M. Einhorn, Berl. klin. Wochenschr. 1912, S. 2079. 
4 H. Rotky, Miinch. med. Wochenschr. 1913, S. 2158. 
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Diastase sehr von der Kochsalzkonzentration der Lésung abhangt, 
kann man durch Variieren der letzteren eine Konzentration finden, 
bei der die Diastasewirkung eine optimale ist. Die hierdurch gefundene 
Fermentmenge entspricht dann der wirklichen Fermentmenge unter 
optimalen Wirkungsbedingungen. 

Auch in diesen Versuchen kann man das Ergebnis in Diastase- 
einheiten erhalten, wobei wir als Einheiten der diastatischen Kraft 
fiir 24 Stunden bei einer Temperatur von 38° die Anzahl Kubikzentimeter 
einer 0,5° igen Starkelésung annehmen, die von 1 g Kotpulver voll- 
kommen zu Dextrin abgebaut werden. 

Nach unseren Untersuchungen an den verschiedenen Haustierfizes 
gestaltet sich deren diastatische Kraft, wie in der folgenden Zusammen- 
stellung angegeben ist. 

Tabelle Ill. 


Zahl der diastatischen Fermenteinheiten. 





Viera im Normatkot | gy lair, Kot in 
ee 137,0 217.4 
BNE a oe gai 344.5 344.5 
Se ty eee 344.5 344.5 
ee a re ee 344.5 344.5 
a ee 137.0 137.0 
| sai ea gee a el ig 217.4 217.4 


Man erkennt aus dieser Zusammenstellung, daB der Kot der Wieder- 
kiuer den héchsten Diastasegehalt aufweist; er hat bei den unter- 
suchten Rindern, Ziegen und dem Schaf den gleichen Wert. Etwas 
geringer ist die diastatische Kraft im Kot des Hundes, dessen Nahrung 
zum groben Teil aus Reis bestand, wihrend Pferd und Schwein den 
geringsten und gleichen Gehalt an Diastase aufweisen. Betrachtet 
man die rechte Seite der Tabelle III, in der die Werte fiir die diastatische 
Kraft des vorher salzfrei gemachten Kotes bei optimaler Salzkonzen- 
tration angefiihrt sind, so ergeben sich bei den Wiederkauern, dem 
Schwein und dem Hund die gleichen Werte. Das bedeutet, daB bei 
diesen Tieren die Salzkonzentration im Kot eine derartige ist, dab 
sie eine optimale Diastasewirkung gestattet. Eine Ausnahme macht 
hier nur das Pferd, dessen Diastase bei dialysiertem Kot erst in einer 
2°.igen NaCl-Lésung ihre maximale Wirkung entfaltet. 

Den Nachweis der Jnvertase und der Maltase brachten wir nach 
der Methode von Ury!. Eine geringe Drehungsdifferenz nach 
48stiindigem Aufenthalt im Brutschrank ergab sich bei der Invertase- 
probe nur in den Fazesextrakten von Ziege und Schwein, bei der 


1 H. Ury, diese Zeitschr. 23, 160, 1910. 





Semegne RR UE 





346 Fr. W. Krzywanek u. Bedi-i Schakir: 


Maltase nur bei Schwein und Hund. Der Gehalt der Fdzes unserer Haus- 
tiere an Maltase und Invertase ist danach nur sehr gering, wenn er nicht 
ganz fehlt. 

Bekanntlich ist im Darm erwachsener Tiere, welche nicht mit 
Milch gefiittert werden, eine Lactase nicht vorhanden. Es war uns 
leider nicht méglich, von allen gewiinschten Tierarten Sauglinge zu 
erhalten, so daB wir unsere diesbeziiglichen Untersuchungen auf zwei 
Kalber und zwei Ferkel beschrinken muBten. Den Nachweis fiihrten 
wir nach Orbdn'. Die Probe fiel in dem Kot eines 1 Monat alten Ferkels 
positiv, in dem eines 3 Monate alten Tieres negativ aus. Der Kot der 
beiden untersuchten Kalber (3 bzw. 12 Tage alt) erwies sich merk- 
wirdigerweise frei von Lactase. 


Fettspaltende Fermente. 


Auch beim Nachweis der Lipase bestimmten wir zunachst in Vor- 
versuchen ihre Anwesenheit, und zwar nach der Methode von Einhorn?, 
wobei sich sdmtliche untersuchten Kotproben als lipasehaltig erwiesen. 

Nach der Methode von Molnar® bestimmten wir daher die Lipase 
auch noch quantitativ, und zwar gegen Tributyrin und gegen Palmin. 
Die im Versuch zur Neutralisation der gebildeten Fettsiuremenge 
nétige Anzahl Kubikzentimeter n/10 Natronlauge gibt die lipolytische 
Kraft des verwandten Grammes Fazes an. Die Werte der Tributyrin- 
probe fallen dabei stets héher aus als die der Palminprobe, weil das 
letztere schwerer angreifbar ist. 

Die mit dieser Methode erhaltenen Zahlen an Lipaseeinheiten fiir 
1 g Haustierfizes sind in der folgenden Tabelle [IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Lipolytische Kraft der Haustierfizes 
in Fermenteinheiten 





Tierart ee 
gegen Tributyrin gegen Palmin 
Pferd ; sais 7,15 3,4 
Bma. ... : F 5,40 0,6 
Schaf ... 7 ; 5,60 2,0 
Ziege . al ae 3 9,60 4,8 
Schwein peg ate 92.80 14,0 
Hund . ¥- iS 10,40 6,0 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat das Schwein von allen unter- 
suchten Tieren den weitaus gréBten Gehalt an Lipase im Kot. Dies 
diirfte in der Hauptsache auf das verfiitterte Fischmehl, welches be- 


1 R. Orban, Prag. med. Wochenschr. 1899, S. 427. 
2 M. Einhorn, Berl. klin. Wochenschr. 1912, 8S. 2079. 
3 B. Molnar, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 326, 1927. 
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kanntlich fettreich ist, zuriickzufiihren sein. Dann folgt in der Reihen- 
folge der Hund, dessen Kot aber nicht viel mehr Lipase aufweist als 
der Kot der untersuchten Pflanzenfresser. 


Zusammenfassung. 

Fassen wir die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen kurz 
zusammen, so finden wir, daB der Kot unserer Haustierarten ziemlich 
betrachtliche Fermentmengen enthalt. Da es sich wegen der Versuchs- 
anordnung hierbei nicht um Bakterienwirkungen handeln kann, sind 
die gefundenen Fermentwirkungen als Wirkungen der in den Fazes 
noch enthaltenen Verdauungsfermente anzusehen. Vorhanden sind 
im Kot aller untersuchten Tiere (Pferd, Rind, Schaf, Ziege, Schwein 
und Hund) von proteolytischen Fermenten Trypsin und Erepsin, nicht 
vorhanden sind Pepsin und Nuclease. Von kohlenhydratspaltenden 
Fermenten war nur Diastase in allen Proben vorhanden. Zwischen 
proteolytischen und diastatischen Fermenten ist dabei eine Abhangigkeit 
von der Nahrung unverkennbar. Der Kot der Carni- und Omnivoren 
enthalt namlich viel Trypsin, wihrend die Diastase zuriicktritt; um- 
gekehrt besitzt der Kot der Herbivoren einen geringeren Gehalt an 
Trypsin und einen héheren an Diastase. Invertase fand sich nur in 
geringer Menge im Kot der Ziege und des Schweines, Maltase beim 
Schwein und Hund. Von den auf Lactase untersuchten Fazes von 
Kalbern und Ferkeln erwies sich der Kot eines 1 Monat alten Ferkels 
als lactasehaltig, der Kot eines 3 Monate alten Schweines und zweier 
3 bzw. 12 Tage alten Kalber dagegen frei von diesem Ferment. Die 
im Dinndarm dieser Tiere ebenfalls vorhandene Lactase muB also auf 
dem Wege durch den Verdauungskanal zerstért worden sein. Lipase 
war hingegen in allen untersuchten Kotarten vorhanden. Den héchsten 
Gehalt wiesen hierbei die Fiazes des Schweines auf, was bei einer 
Fiitterung mit fetthaitigem Fischmehl nicht besonders auffallend 
erscheint. 
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(Eingegangen am 26. Februar 1930.) 


; 1. Einleitung und Problemstellung. 


Samen und Friichte sind Vertreter des Pflanzenreiches, denen 
eine so iiberragende Bedeutung in botanischer, chemischer und tech- 
nischer Hinsicht zukommt, da es begreiflich erscheint, daB sie wiederholt 
Studienobjekte der verschiedensten Forscherkreise waren. Man hat 
heute mit Samen und Friichten bereits die mannigfachsten Versuche 
angeordnet, man hat das so regellose Verhalten im Keimbett studiert, 
: man hat den EinfluB der verschiedensten von auben zugefiihrten 
chemischen Verbindungen untersucht und anderes mehr. Gewdéhnlich 
hat man sich mit dem sich uns duBerlich darbietenden Bilde be- 
gniigt und hat leider inneren Umsetzungen im Korne selten nach- 
gespiirt. Nun will es uns gerade sehr wichtig erscheinen, diesen 
inneren Umsetzungen im Korne nachzugehen. Die kurzen hier mit- 
geteilten Satze deuten schon an, daB eine Fiille von Problemen ihrer 
Lésung entgegensieht. Zunichst ist zu priifen, ob das so ungleiche 
Verhalten verschiedener Kérner im Keimbett wenigstens teilweise 
physiologisch erklirt werden kann. Noch wichtiger ist es allerdings, den 
Reife- und Nachreifeerscheinungen an Samen und Friichten in chemisch- 
physiologischer Hinsicht nachzugehen. Einem solchen Studium kénnte 
noch tiber den engen Kreis der Samenforschung hinaus Bedeutung 
zukommen. Es wird kaum andere lebende Objekte geben, wo man 
so leicht in gréBeren Versuchsserien die unterschiedlichsten Alters- 
zustande zur Verfiigung hat. AuBerdem ist eine recht grobe Anzahl 
von Samen und Friichten chemisch physiologisch tiberhaupt noch 
nicht bearbeitet. Eine Liicke ist es fernerhin, daB gerade die Substanzen, 
die Friichte und Samen nur in sehr geringen Mengen fiihren, oft noch 
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sehr mangelhaft bearbeitet sind. Dies gilt vor allem fiir Glykoside, 
Alkaloide und Blauséure. Haufig ist auch bekannt, daB die entwickelte 
Pflanze gewisse Stoffe fiihrt, von denen es wieder wissenswert wire, 
zu erfahren, ob sie auch im Samen vorhanden sind oder erst vollkommen 
neu bei der Entwicklung der Pflanze gebildet werden. Die genaue 
Kenntnis des inneren Aufbaues der Samen und der inneren Zustands- 
anderungen kann auch neue Wege fiir die Beeinflussung durch auBere 
Faktoren zeigen. Meines Erachtens wird man in der Weise eher zum 
Ziele kommen, als durch das Ausprobieren der verschiedensten von 
auBen zugefiihrten Stoffe. 

Wir sind uns dessen voll bewuBt, daB die Problemstellung, die wir 
uns gesetzt haben, recht schwierig ist und nur auf langeren Umwegen, 
iiber die die einzelnen Mitteilungen berichten sollen, méglich ist. Die 
erste Mitteilung wird hauptsachlich iiber zwei Sachen zu erzihlen haben. 
Erstens wollen wir einige Erfahrungen iiber das Reifen und das Uber- 
reifwerden von fleischigen Friichten bringen. Hier ist dank den Unter- 
suchungen von Griebel! schon einiges bekannt und ein Einsetzen der 
Forschung daher leichter. Diese Vorginge spielen sich rasch ab und man 
kann in viel kiirzerer Zeit als bei Samen, wo die Ereignisse recht langsam 
vor sich gehen, zum Ziele kommen. Manche hier gemachte Erfahrung 
wird man fiir die Untersuchungen bei Samen auswerten kénnen, und 
dies um so mehr, als die Samen in der Natur, soweit sie in fleischigen 
Friichten stecken, gewohnlich den Vorgang der Uberreife mitmachen. 
Im zweiten Abschnitt dieser Mitteilung werden wir iiber Studien an 
verschieden altem Samenmaterial erzihlen. Diese Untersuchungen sind 
zunichst noch vorbereitende und einleitende, da sie uns den Weg 
weisen sollen, wo wir einzusetzen haben. Wir wollen dabei so verfahren, 
daB wir médglichst eine bestimmte Verbindung herausgreifen, die sich 
bei den Vorstudien als geeignet erweist, und ihr dann nach Bedarf 
eine oder mehr Mitteilungen widmen wollen. 


2. Studien an fleischigen Friichten. 

Wir wollen hier zunichst an die Studien von Griebel?, die iiber 
den Acetaldehydgehalt verschiedener Friichte berichten, anschlieBen. 
Wichtig ist, daB mit dem Zustand des Uberreifwerdens eine starke 
Zunahme des Acetaldehydgehaltes eintritt. Diese Studien setzen 
wir nun hier im Zusammenhang mit unserer Problemstellung fort. 
Wir wollen hier gleich anfiihren, da8 wir vor ungefihr 2 Jahren bereits 
in dieser Zeitschrift iiber Acetaldehydbestimmungen an Samen berichtet 
haben. Wir konnten beobachten, daB in dem Augenblick, wo der Samen 
zur Keimung befahigt ist, im Durchschnitt eine gréBere Neigung zur 


1 ©. Griebel, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 48, 218, 1924. 
2 Derselbe, ebendaselbst 47, 438, 1924. 








350 A. Niethammer: 


Bildung des Acetaldehyds besteht als bei nicht keimfaihigen Exem- 
plaren!. 

Die Bestimmung erfolgt wieder mit dem Griebelschen Mikro- 
becherchen. Die Befunde werden in Tabellenform angefiihrt und die 
Kreuzchen geben die Mengenverhiltnisse an. Wir fiihrten die Be- 
stimmungen selbstverstandlich in mehreren Wiederholungen aus 
und wahlten auch Stiickchen aus verschiedenen Teilen der Frucht. 





Acetaldehydgehalt 


Frucht a 
unreif reif iiberreif 
RS ere 0) 
Mandarine ..... 0 
NY aa cas ge eet 0 
Birne . : 
Apfel ° ‘ 
Paradeis ..... 0 
| SN aR aaa ee nicht bestimmt 
NR eS el 0 
Pflaume . ie 
Mispel . . eo 0 


Der Tabelle ist zu entnehmen, daB mit zunehmender Reife und 
vor allem Uberreife ein sehr deutlich wahrnehmbarer Anstieg des 
Acetaldehydgehaltes erfolgt. Weiterhin sieht man in voller Uberein- 
stimmung mit den Untersuchungen von Griebel, da Acetaldehyd 
in Friichten sehr verbreitet ist, selbst unreife Friichte fiihren ihn teil- 
weise schon. 

Es kénnen auch Friichte, die nicht fleischiger Natur sind, Acet- 
aldehyd fiihren, so beispielsweise Ceratonia siliqua. Sehr alte Exemplare 
(etwa 12 Jahre) dieser Frucht geben keine positive Reaktion mehr. 
Desgleichen lassen Birnen, die bereits sehr stark itiberreif sind, keine 
positive Acetaldehydreaktion erkennen. 

Worauf die starke Acetaldehydbildung beruht, die im Stadium 
der Reife und Uberreife zu verzeichnen ist, kann man schwer genau 
sagen. Zum Teil wird diese Erscheinung vielleicht auf Atmungs- 
vorginge zuriickzufiihren sein. Es ist bekannt, daB reife und iiber- 
reife Friichte starker atmen. Griebel weist darauf hin, daB auch Um- 
anderungen in der fermentativen Tatigkeit von Bedeutung sein kénnen. 

Bei den Ausgangsprodukten fiir die Bildung des Acetaldehyds 
wird es sich wahrscheinlich um Kohlenhydrate handeln. Im Zusammen- 
hang mit unseren Untersuchungen und vor allem im Hinblick auf die 
Atmungsvorgange erschien es uns lohnend, die in der Tabelle an- 
gefiihrten Friichte auf ihre verschiedenen organischen Saéuren zu 


1 4. Niethammer, diese Zeitschr. 197, 245, 1929. 
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prifen, und zwar unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Reife- 
grade. Klein-Werner haben in ihrem Sublimationsapparat ein glanzendes 
Gerat fiir derartige Studien geschaffen'. Sie fiihren in ihrer Arbeit 
genau an, bei welchen Temperaturen die einzelnen Séuren im Vakuum 
iibergehen. Somit war fiir uns der Weg methodisch bereits genau 
vorgezeichnet. 

Die gewonnenen Sublimate der organischen Sauren werden dann 
auf dem Deckglischen, worauf man sie sublimiert, in Form ver- 
schiedener Salze charakterisiert. Die Oxalsiure wird nach Klein als 
Kalkoxalat erkannt. Wir benutzten im AnschluB an die Studien von 
Molisch? auch Bleiacetat und erzielten ebenfalls befriedigende Er- 
gebnisse. Bernsteinsdiure wird mit Bleiacetat gefallt. Apfel- und 
Citronensdure bilden sehr charakteristische Silbersalze. Die Weinsdure 
endlich wird am besten an ihren typischen Wetzsteinformen erkannt. 
Im AnschluB an die Versuche von Klein schlossen wir erst mit konzen- 
trierter Phosphorsiure auf und trockneten dann die Schnitte etwa 
|’, Stunde im Trockenschrank bei ungefahr 60°. 

Die Ergebnisse, die wir an kleinen Stiickchen der Friichte er- 
zielten, wollen wir wieder in Tabellenform anfiihren. Die Menge sei 
wieder mit Kreuzchen angedeutet. 


1. Orange, Citrone und Mandarine. 


Die drei Friichte k6nnen zusammen behandelt werden, da sie ein iiber- 
einstimmendes Verhalten zeigen. 





Organische Siure Unreif Reif Uberreif 
Oxalsdure . . . . : { 0 
Bernsteinsiure . 0 0 0 
Apfelsiure. . 0 0 0 
Zitronensaure ; +. + 
Weinsaure. : 0 0 - 0 


Hier wurden durchweg Stiicke aus dem Endokarpe der Frucht der 
Sublimation unterworfen. 


2. Birnen. 





Organische Siure Unreif Reif Uberreif 
Oxalsaure . . ous! 0 0 
Bernsteinsaure . 5 0 0 0 
Apfelsaiure 
Zitronensaure ; 
Weinsaure. , 0) (0) 0 


1G. Klein, Praktikum der Histochemie. Berlin-Wien 1929. 
2 H. Molisch, Flora 11/12, 60, 1918. 
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Hier wurden die verschiedensten Partien aus der Frucht der Sublimation 
unterworten. Wichtig ist, da’ in dem Kerngehause stets einige Oxalat- 
kristalle anzutreffen sind, die man mikroskopisch beobachten kann. In 
dieser Partie, die man allerdings seltener zu Sublimationsversuchen heran 
ziehen wird, kann man stets ein geringes Sublimat an Oxalsiéiure gewinnen. 
Bei iiberreifen Friichten kann aber aus den anderen Partien desgleichen ein 
schwaches Sublimat gewonnen werden. 





és. Apfel. 
Organische Siiure Reif Uberreif 
Oxalsaure . . . , 0 
Bernsteinsaure 0 () 
Apfelsaure 
Zitronensaure ) 
Weinsaure ..... () 0 


Hier wurden Stiickchen aus den verschiedensten Partien des Frucht- 
fleisches gepriift. Bei den iiberreifen Friichten ist bei der Sublimations 
temperatur von 145°, die ein Ubergehen der Apfelsiure bedingt, auBer 
dem typischen Silbersalz der Apfelsiure nach der Behandlung mit Silber 
nitrat auch ein sehr schénes, blattartiges Kristallprodukt zu verzeichnen. 
Kine genaue Bestimmung gliickte nicht. Die Formen erinnern sehr stark 
an das Silberbenzoat, dieses kann es aber nicht sein, da dasselbe bereits 
bei einer viel tieferen Temperatur iibergeht, auBerdem fallen schon im 
unbehandelten Sublimat die typischen Formen auf. Nach den bei Behrens 
Kley' mitgeteilten Erfahrungen und beigefiigten Abbildungen diirfte es 
sich um Abbauprodukte der Apfelsiure handeln. 


4. Paradeis. 





Organische Siure Unreif Reif i berreif 
Oueiebere...... { 0 
Bernsteinsaure . 0 () Q 
Apfelsiure 
W einsaure : 
Zitronensaure ; 0 


Erwahnen méchten wir, daB bei den unreifen Friichten im Frucht- 
fleisch eine deutliche Menge an Starke zu verzeichnen ist, die an der Jod 
reaktion deutlich zu erkennen ist. 


5. Banane. 





Organische Séure Reif Uberreif 
| | eae 0 
Bernsteinsiure () 0 
Apfelsaure 
Zitronensaure 0 


Weinsaure 


' Behrens-Kley, Organisch-mikrochem. Analyse. Leipzig 1922. 
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6. Mispel. 





Organische Siure Reif Uberreif 
RRM a ke elas 0 0 
Bernsteinsaure . — 0 0) 
Apfelsaure. ree t+ 
Zitronensaure 3 + ++ 0) 
Weinsaure eT 6 0 0 


Unsere Untersuchungen zeigen das Ergebnis, das wir bereits er- 
warteten, namlich, daB der Gehalt an organischen Sauren in ver- 
schiedenen Reifezustanden weder in qualitativer, noch quantitativer 
Hinsicht konstant ist. Es ist leicht méglich, an einen Zusammenhang 
mit den Atmungsvorgangen zu denken, da gerade hier organischen 
Sauren eine grobe Bedeutung zukommt. 

Bei dem Reifen und Uberreifwerden der Friichte ist aber noch 
anderer wichtiger organischer Verbindungen zu gedenken. Wir denken 
dabei an die Phloroglykotannoide und andere glykosidartige Ver- 
hindungen, auf die bereits Griebel aufmerksam gemacht hat. (riebel 
(l. ec.) beschreibt vor allem die Inklusen, die diese Phloroglykotannoide 
unter dem EinfluB der vermehrten Acetaldehydbildung erkennen 
lassen. Auf diese eigentiimlichen Bildungen wollen wir hier nicht naher 
eingehen, sondern uns mit der Verbreitung des Phloroglhucins und 
verwandter glykosidartiger Verbindungen in unreifen, reifen und 
iiberreifen Friichten befassen. Es gibt zwei vorziigliche mikrochemische 
teaktionen zum Nachweis des Phloroglucins und einiger seiner Derivate. 
Die eine erfolgt mit Salzsdure-Vanillin, diese Reaktion wird auch von 
(riebel erfolgreich benutzt. Die andere gelingt mit Dimethylaminobenz- 
aldehyd in Schwefelsiure gelést. Beide Reagenzien sind von einer 
Schiilerin Molischs' in langeren Versuchsserien an einem ausgedehnten 
Material mit befriedigendem Erfolg gepriift worden. Sie bedingen 
beide eine sehr charakteristische Rotfarbung der Gewebe, die die 
zitierten Substanzen fiihren. Die Friichte der Birne und des Apfels 
geben bereits im unreifen Zustande im Fruchtfleiseh ziemlich allgemein 
eine Rotfirbung der Zellen nach Behandlung mit diesen Reagenzien. 
Bei der Birne wird das AusmaB der Reaktion mit zunehmender Reife 
und vor allem Uberreife immer starker. Man sieht demnach eine 
deutliche Zunahme des Glykosidgehaltes mit fortschreitendem Reife- 
zustand. Beim A pfel kann man dieselbe Erscheinung in etwas geringerem 
Ausmas beobachten. Die Friichte der Banane, der Mispel und der 
Dattel, die in unreifem und auch reifem Zustande nur in ganz ver- 
einzelten Partien eine Ausfarbung mit den beiden zitierten Reagenzien 


t Joachimowitz, diese Zeitschr. 82, 324, 1917. 
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erkennen lassen, zeigen desgleichen im Zustande der Uberreife sehr 
intensive Reaktionen. 

Man kann nach diesen Experimenten zusammenfassend anfiihren, 
daB bei den von uns gepriiften Friichten in der Uberreife durchwegs 
eine starke Vermehrung der phloroglucinartigen Substanzen eintritt. 
Es wird sich lohnen, diesen Erscheinungen auch bei anderen Objekten 
nachzugehen, woriiber in einer eigenen Mitteilung berichtet wird. 

Besonders anziehend sind die Verhaltnisse bei den Orangen, 
Mandarinen und Zitronen. Es wurde bereits angefiihrt, daB diese Friichte 
vor allem im unreifen Zustande ein reichliches Sublimat von Oxalsdur: 
geben. Die Oxalsdure ist als Kalkoxalat vorhanden und die Kristalle 
kénnen in dem Endokarp der Frucht in schénen perlschnurartigen 
Reihen beobachtet werden. Geht die Frucht nun der Reife und Uberreife 
entgegen, so sahen wir, daB die Sublimate an Oxalsaure immer schwacher, 
sogar zum SchluB ganz Null werden. Die Auflésung der Kalkoxalat- 
kristalle kann man unter dem Mikroskop sehr sch6n verfolgen, man 
kann dabei die eigentiimlichsten Zerrformen sehen. Ist die Lésung 
ganz vollzogen, so kann auch kein Sublimat mehr verzeichnet werden. 
Kaum ist diese Lésung der Kristalle vorbei, so sieht man in den gleichen 
Zellen neue charakteristische Ausscheidungen. Es setzt eine langsame 
Ausscheidung des Glykosids Hesperidin ein, von dem bekannt ist, 
daB es in den zitierten Friichten vorkommt. Die Ausscheidungen 
weisen die Form von Spharokristallen und strippenartigen Gebilden 
auf. Interessant ist, daB diese Ausscheidungen erst bei iiberreifen 
Friichten in starkerer Menge auftreten. Salzsiure und Vanillin geben 
hier keine Farbung, ebensowenig Dimethylaminobenzaldehyd. Datfiir 
kénnen die fiir Hesperidin charakteristischen Reaktionen, wie Gelb- 
farbung mit Alkali, Orangefirbung mit Schwefelsiure beobachtet 
werden. Unléslichkeit in heiBem Wasser und Alkohol, dafiir Léslichkeit 
in Alkalien ist typisch. 

Bei den Paradeisfriichten konnten keine glykosidartigen Sub- 
stanzen erkannt werden. 


Vorstudien an reinen glykosidartigen Substanzen, tiber die spater 
zusammenhangend an anderer Stelle berichtet wird, zeigten, dal 
bei sehr hoher Temperatur und entsprechendem Vakuum Glykoside 
typische Sublimate geben. Eine Temperatur von etwa 320° und besser 
noch mehr ist erforderlich. Gewéhnlich gewinnt man feine Nadelchen 
der verschiedensten Formen, an denen man wieder die fiir das Glykosid 
gerade typischen Reaktionen erkennen kann. Aus den iiberreifen 
Friichten der Birne, Mispel und auch aus Ceratonia siliqua kann man 
solche Sublimate gewinnen, die mit Salzsdure-Vanillin rote Ténungen 
geben. Unreife Friichte lassen keine wahrnehmbaren Reaktionen 
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erkennen. Selbst bei den reifen und iiberreifen Exemplaren ist die 
Reaktion ziemlich gering, gewé6hnlich nur an dem Rande des Glaschens. 
Eine etwas reichlichere Reaktion konnten wir nur bei sehr teigigen 
Birnen verzeichnen. Es ist anzunehmen, daB es sich bei diesen Subli- 
maten um die Phloroglykotannoide handelt. 


Nun wollen wir auf Samen iibergehen und sehen, ob wir von den 
bei Friichten gemachten Erfahrungen Nutzen ziehen kénnen. 


3. Studien an verschieden alten Samen. 


Uber die Bedeutung von Acetaldehydbestimmungen an_ ver- 
schieden reifem Samenmaterial haben wir bereits friiher in dieser 
Zeitschrift erzahlt (l.c.). Somit ist bereits ein Zusammenhang mit den 
Friichten gegeben. | 


Zunachst priften wir einmal die Samen noch griiner und dann 
die schon teigiger Birnen. Hier wurde zuerst der Acetaldehydgehalt 
bestimmt, der bei den Samen der griinen Exemplare dem Werte 0 und 
bei den teigigen dem Werte + entspricht. Es handelt sich um Be- 
stimmungen an Exemplaren, die nicht vorgequollen worden waren. 
Solche Untersuchungen sind nicht ganz unwichtig, da bei der Keimung 
in der Natur wohl gewohnlich solche Exemplare in Frage kommen, 
die aus teigig und faulig gewordenen Friichten stammen. Interessant 
ist, dab beide Typen mit Salzsdiure-Vanillin eine typische Rotfairbung 
erkennen lassen, die in der Samenschale am starksten ist. Mit dem 
zweiten Reagens kénnen im Nahrgewebe einzelne typische rote Aus- 
fallungen erzielt werden, die Reaktion erinnert hier sehr an die bei 
teigigen Friichten gemachten Erfahrungen. Sonst setzt sich der Inhalt 
der beiden Samentypen sehr gleichmaBig aus Fett und Aleuron zu- 
sammen. Die groBen Fettkiigelchen, die bei der mikroskopischen 
Betrachtung auffallen, farben sich schén orange mit dem bekannten 
Fettreagens Sudan. 


Diese zuletzt mitgeteilte Beobachtung, daB in den Samen, ob sie 
nun aus griinen oder tiberreifen Friichten stammten, stets in den 
Hauptbausteinen Fett und Aleuron keine Unterschiede verzeichnet 
werden konnten, ist wichtig. Wir machten eine Reihe einschlagiger 
Untersuchungen und priiften die Kérner nachstehender Samen und 
Friichte zu verschiedenen Reifestadien. Ocnothera biennis, Triticum 
sativum, Aesculus hippocastanus und Lupinus albus. Es konnten, 
trotzdem wir eben ausgereifte, d.h. von der Mutterpflanze gerade 
losgetrennte und langst abgestorbene Kérner miteinander verglichen, 
auch hier in den Hauptbausteinen, wie den Fetten, Kohlenhydraten 
und EiweiBsubstanzen keine leicht faBbaren analytischen Unterschiede 
aufgedeckt werden. 
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Diese Erfahrungen legen es dem Untersucher nahe, cinmal solehen 
Substanzen, die fiir bestimmte Samen charakteristisch sind, die aber 
in geringerer Menge vorkommen, nachzuspiiren. Selbstverstandlich 
darf man nicht annehmen, daB Anderungen in diesen Substanzen 
gerade das Altern bedingen, aber es kann sich um wichtige Sekundar- 
erscheinungen handeln, die wieder einen Weg fiir weitere Forschung 
zeigen. 

Im AnschluB an die Untersuchungen an Friichten wollen wir uns 
ein wenig mit den Glykosiden beschaftigen. Zunachst wahlten wir 
uns die Friichte von Aesculus hippocastanus aus. Es ist bekannt, dab 
die Rinde dieses Baumes ein Glykosid, das Askulin, fiihrt. Askulin 
ist nun in Form feiner Nadelchen aus der Rinde sublimierbar (aller- 
dings nicht ganz unzersetzt, aber die Sublimate reiner Substanz und 
solche aus den Rinden geben dieselben Typen). Die Samen enthalten 
kein Askulin, dem entspricht auch, da® wir kein der Rinde entsprechendes 
Sublimat gewinnen. Die Schale des Samens enthalt das Saponarin. 
Dieses Glykosid gibt auch ein Sublimat, dessen Gestaltung aber anders 
ist als bei Askulin. Auffallend ist nun, daB nur die Schale der frischen 
Samen (1929) das Sublimat in der typischen Form gibt; die Schale 
der alten Samen (etwa 1910) laBt kein Sublimat erkennen. Alte wie 
neue Samen geben in der Schale eine Rotfarbung nach Zufiigung von 
Salzsaure-Vanillin. 

Die Samen von Syringa vulgaris enthalten weder in frischem noch 
in altem Zustande ein Glykosid. Das Glykosid dieser Pflanze ist nur 
in der Rinde gespeichert und ist als Syringin bekannt. 

Kin ahnliches Ergebnis kann beziiglich des Alkaloids bei Lupinus 
albus ermittelt werden. Frische Samen (1929) geben ein kristallisiertes 
Sublimat des Alkaloids, alte, nicht mehr keimfahige Samen geben 
kein derartiges Sublimat mehr. 

Nun noch ein Wort zu den organischen Sauren, deren Studium 
gerade in Samen recht anziehend ware, da iiber die Verbreitung hier 
noch wenig bekannt ist und andererseits gerade diese Agenzien als 
gute Stimulantia erwaihnt werden. Die Bohnenschale fihrt, wie 
bereits die Angaben bei Wehmer zeigen, Bernstein- und Citronen- 
sdure'. Aus den Schalen der frischen Samen laBt sich auch tat 
sichlich ein Sublimat dieser Saéuren gewinnen. Alte Samenschalen 
von Kérnern, die die Keimfahigkeit bereits verloren haben, geben 
kein Sublimat mehr. 

Diese Vorstudien zeitigten einige recht interessante Ergebnisse 
und wir werden auf der eingeschlagenen Bahn weitergehen. Die grobe 


1 Wehmer, Rohstoffe des Pflanzenreiches. Jena 1913. 
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Sammlung von Samen, die durch viele Jahre von uns selbst angelegt 
wurde und auch weitergefiihrt wird, gibt sehr brauchbares Material. 
Die naichste Mitteilung wird sich systematisch mit den Glykosiden 
zu beschaftigen haben. 


Als Ergebnis dieser Studie kann festgehalten werden: 


1. Es werden an unreifen, reifen und iiberreifen Friichten Be- 
stimmungen von Acetaldehyd, Glykosiden und organischen Siuren 
ausgefiihrt. Beim Reifwerden und vor allem beim Uberreifwerden 
sind interessante Anderungen an diesen Verbindungen zu; beobachten. 


2. Fernerhin wird der Versuch unternommen. an verschieden 


alten Samenproben chemisch-physiologische Unterschiede aufzudecken. 
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Eine kennzeichnende Farbenreaktion des Adrenalins 
und des Tyrosins, 


Vi mn 
Bruno Kiseh. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6lIn a. Rh.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1930.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die hier beschriebenen Farbreaktionen sind bei Einhaltung der 
angegebenen Mengenverhaltnisse der Reagenzien fiir Adrenalin und 
Tyrosin kennzeichnend. Sie sind bei vielen der untersuchten Stoffe, 
wie gezeigt werden soll, als Gruppenreaktion gleichartig und noch 
bei sehr hohen Verdiinnungen feststellbar. 


Ausfiihrung der Nitritprobe. 4,5 ccm der zu prifenden neutralen 
Lésung werden in einem Reagenzglase mit 0,5cem n/50 HCl-Lésung 
und 0,2cem einer NaNO,- oder KNO,-Lésung versetzt und fiir 5 
bis 10 Minuten in ein siedendes Wasserbad gebracht. Meist tritt die 
Farbreaktion schon viel schneller auf, aber mitunter andert sich die 
Farbe allmahlich noch. Es wurde deshalb jede Probe grundsatzlich 
10 Minuten im Wasserbad gelassen und beobachtet. 


Priifung des Laugeneffekts. Nach Ausfihrung der Nitritprobe 
wird einem von zwei gleichartig beschickten Reagenzréhrchen (nun mit 
5,2 cem Inhalt) 1 eem n/50 NaOH zugesetzt, mit der Farbe des Kontroll- 
réhrehens verglichen und dann dieser alkalisch gemachten Probe 
leem n/50 HCl zugesetzt, um zu sehen, ob der etwa eingetretene 
Farbwechsel bei neuerlicher Sauerung wieder riickgangig zu machen ist. 


Bei einer Anzahl der untersuchten Substanzen, die durch be- 
stimmte Ahnlichkeiten des molekularen Aufbaues ausgezeichnet sind, 
findet man einen ,,positiven Laugeneffekt**. Diese Substanzen bilden bei 
Ausfiihrung der Nitritprobe Stoffe, die insofern Indikatoreigenschaft 
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haben, als sie in alkalischer Lésung eine andere Farbsattigung, meist 
auch einen anderen Farbton zeigen als in saurer Lésung, und bei Wieder- 
ansiuern der Probe tritt ein Riickschlag zum vorherigen Farbton und 
zur vorherigen Farbsattigung ein. Als negativer Laugeneffekt wird 
die Tatsache bezeichnet, daB die Nitritprobe durch Laugenzusatz in 
ihrer Farbe nicht merklich beeinfluBt wird. 


SchlieBlich wurde auch noch mit den gepriiften Substanzen eine 
NaOH-Probe in folgender Weise ausgefiihrt: Zu 4,5 ccm der neutralen 
zu prifenden Lésung, die den zu priifenden Stoff in einer Menge von 
0,1°,, enthielt, kam 1 cem NaOH. Das Reagenzglas mit dieser Mischung 
wurde fiir 10 Minuten in ein siedendes Wasserbad gebracht. 


Alle Proben wurden in der Schichtdicke der iiblichen Reagenz- 
glaiser bei Tageslicht gepriift. Die Empfindlichkeit der Proben laBt 
sich durch Anwendung gréBerer Schichtdicke im Kolorimeter zweifellos 
noch erhdhen. 


Alle Angaben dieser Mitteilung beziehen sich auf Lésungen der 
reinen Substanzen in destilliertem Wasser. Wo in der Tabelle II bei 
einem Stoff mehrere Farben angefiihrt sind, geben sie die Reihenfolge 
des Farbwechsels der Probe an. Farblos wird mit dem Zeichen — 
bezeichnet. 


Die Nitritprobe wurde bei allen untersuchten Substanzen auBber 
im siedenden, auch in einem Wasserbad von 70° C gepriift. 


Adrenalin. 


Borberg' war der erste, der NaNO, als Reagens fiir Adrenalin an- 
wendete. Seither wird diese Reaktion in der Literatur kaum noch 
erwahnt. Borberg verwendete 1°.iges NaNO, in essigsaurer Lésung 
und gibt als Feinheit der Probe 1 : 300000 an, die Farbe als rétlich. 
Bei der Ausfiihrung der Nitritprobe in der eingangs angegebenen Art 
laBt sich Adrenalin jedoch noch sicher in Verdiinnungen von 1: 1 
bis 2 Millionen erkennen?. Der Farbton ist je nach der Adrenalin- 
konzentration rosa bis rubinrot und halt sich ziemlich lange gleich- 
maBig. Bei sehr starken Verdiinnungen wendet man besser ein Wasser- 
bad von etwa 65 bis 70°C an. Die Reaktion tritt aber auch, wenn auch 
viel langsamer, bei Zimmertemperatur auf. Bei einer Konzentration 
von 1: 10000 des Adrenalins iiberzeugte ich mich wiederholt, daB die 
vorschriftsmaBig ausgefiihrte Nitritprobe nach etwa 10 Minuten Aufent- 


1 N.C. Borberg, Skand. Arch. f. Phys. 27, 350, 1912. 
2 Zur Probe wurden sowohl reines Suprarenin bitartaricum cryst. 
(Héchst) als auch kaufliche Praparate verwendet. 
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halt im siedenden Wasserbade keine merklichen Adrenalinmengen 
mehr enthielt. Die Eisenchloridreaktion ist bei solchen Proben negativ. 
2cem dieser Lésung gaben bei intravenéser Injektion bei Katzen und 
Kaninchen keine Spur einer Blutdruckwirkung mehr, und ebensowenig 
eine Steigerung des nach Hagedorn und Jensen bestimmten Blutzuckers 
beim Kaninchen (s. Tabelle I und Abb. 1). Die schnelle und vollstandige 
Umwandlung des Adrenalins bei der Nitritprobe scheint fiir Verwendung 
der Probe zu kolorimetrischen Bestimmungen vorteilhaft. Desgleichen 
die verhaltnismaBig gute Haltbarkeit der Farbe. 

Schon Borberg stelite fest, daB die Reaktion gegeniiber Brenz- 
catechin spezifisch fiir Adrenalin ist (1. c. 8S. 355), sie ist es, wie ich sah, 
auch gegeniiber Adrenalon und Dioxyphenylalanin. 


Tabelle I. 
Blutzuckerwerte des Kaninchens bei Injektion von Adrenalin (0,01°, ig) 
und Adrenalin (0,01°,ig) nach ausgefiihrter Nitritprobe, sowie einer Nitrit- 
kontrollprobe ohne Adrenalin. 





Blutzucker 





Kaninchen Injiziert — aa ENED —— 
vorher nach '/, Std. nach 1 Std. nach 3 Std. 
A 2eem Ringer 108 102 101 95 
B 2cem Ni-Kontrolle 103 110 111 100 
Cc 1 ccm Ni-Adrenalin 101 LOY 104 96 
kK leem Adrenalin 110 140 _ 123 


Kocht man die Nitritprobe von Adrenalin sehr lange (etwa 25 
bis 30 Minuten), so wird sie leicht triibe und gelb, und allmahlich setzt 
sich ein schwarzer Niederschlag ab!'. Dies geschieht auch, wenn man 
die Probe nach kurzem Kochen langere Zeit auf 40 bis 60° C erwarmt 
oder sehr lange (wochenlang) bei Zimmertemperatur stehenlaBt. Die 
rote Farbe der Nitritprobe ist aber, auch dem Lichte ausgesetzt, bei 
Zimmertemperatur anscheinend besser haltbar als die durch andere 
Methoden gewonnener roter Oxydationsprodukte des Adrenalins. 


Adrenalon. 


Meth ylaminoacetobrenzcatechin® gibt trotz der Verwandtschaft mit 
Adrenalin eine ganz andere Farbreaktion. Die Nitritprobe konzen- 


1 Uber die Natur schwarzer Oxydationsprodukte des Adrenalins siehe 
C. Neuberg, diese Zeitschr. 8, 383, 1908; Zeitschr. f. Krebsforschung 8, 
198, 1910. 

2 Das Praparat verdanke ich der Liebenswiirdigkeit der Direktion der 
I. G. Farbenindustrie. 
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trierter Lésungen wird gelb bis braun, bei Konzentrationen von nur 
etwa 1: 100000 griingelb. Die NaOQH-Probe gibt eine griingelbe Farbe. 
Ein Laugeneffekt fehlt. Die Grenze der Empfindlichkeit ist etwa bei 
1 : 500000. 


Wie aus der Zusammenstellung der Tabelle hervorgeht, ist die 
Adrenalinreaktion mit Nitrit auch der Nitritreaktion keiner anderen der 
untersuchten Substanzen, vor allem keiner der anderen Brenzcatechin- 
derivate oder des Brenzcatechins selbst, gleich. 


Zu erwahnen, weil in der Tabelle nicht mit angefiihrt, ware noch, 
das man ganz ahnliche Resultate wie mit Brenzcatechin beziiglich 
Farbung und Empfindlichkeit der Probe mit o-Chinon erhalt, das ich 
mir nach der Vorschrift von Willstatter und Pfannenstiel! hergestellt 
habe. Die Reaktion des in Lésung griingelben p-Chinons hingegen ist 
der des Hydrochinons sehr ahnlich. Bei Ausfiihrung der NaO H-Probe 
wird die Lésung erst orange, dann braunrot, schlieBlich dunkelrot mit 
brauner Ténung. Die Nitritprobe ergibt bei konzentrierterer Lésung 
einen goldgelben Farbenton, der allmahlich in Rotgelb iibergeht, bei 
verdiinnter (von 1: 10000 an) nur eine griinlichgelbe Farbung. 


Tyrosin. 

So wie Adrenalin mit der Nitritprobe eine kennzeichnende Reaktion 
unter allen gepriften Substanzen ergibt, so tut dies, wenigstens in 
héheren Konzentrationen, auch Tyrosin. Um die Tyrosinreaktion 
eindeutig zu erhalten, muB die Lésung einen n/100 bis n/500 HCI ent- 
sprechenden Sauregehalt haben. Bei zu saurer Lésung oder UberschuB 
an NaNO, erhalt man leicht eine unspezifische Gelbfarbung. Fihrt 
man die Reaktion aber in der vorgeschriebenen Weise aus, so ist in 
Konzentrationen bis etwa 1: 3000 die Nitritprobe fiir Tyrosin schon 
in der eingangs angegebenen Art kennzeichnend. Die Farbe geht von 
Lichtgelb itiber Rosa nach Violett und schlieBlich ins Griine iiber. Die 
violette Farbung gab unter gleichen Versuchsbedingungen keine andere 
Substanz. Ferner zeigt (besonders bei n/100 HCl-Lésungen) die griine 
Farbe, die bei langem Kochen oder tagelangem Aufbewahren der violetten 
Probe bei Zimmertemperatur entsteht, nur in auffallendem Lichte 
einen deutlich roten Farbton. Bei konzentrierteren Lésungen sind all 
diese Farberscheinungen auBerordentlich intensiv. Die violette Farbe 
laBt sich zwar nicht mit Chloroform und Ather, Benzol oder Toluol, 
aber vorziiglich mit Amylalkohol ausschiitteln und  unterscheidet 


sich dadurch von dem etwas Aahnlichen violetten Farbstoff der 


1 R. Willstdtter und A, Pfannenstiel, Ber. d. D. Chem, Ges, 37, 4745, 
1905. 
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Millonschen Reaktion des Tyrosins, der sich mit Amylalkohol nicht 
ausschiitteln laBt. 


Bei konzentrierteren Lésungen (bei Ausgang von festem T yrosin 
in entsprechender Menge, das in n 100 HCl gelést wird und 
auf je 5cem der Lésung 0,2cem n 10 NaNO,-Lésung enthilt) be- 
kommt man eine prachtvoll tiefviolette mit Amylalkohol ausschiittel- 
bare Farbe. 


Ein Uberschu8 von NaNO, laBt auch hier den Farbton leicht 
ins Olivgriine bis Gelbe iibergehen. Auch aus der frischen griin-roten 
Lésung laBt sich mit Amylalkohol ein rotvioletter Farbstoff  aus- 
schiitteln, aus gealterten ein gelber. | 


Wie die Tabelle zeigt, gibt weder Tyramin, noch Hordenin oder 
Tryptophan oder irgendein anderer der untersuchten Stoffe eine 
aihnliche Reaktion. Leider ist diese Tyrosinprobe in der genannten Aus- 
fiihrungsart nicht sehr empfindlich, da schon bei Konzentrationen 
von 1: 10000 der rosa Farbenton leicht zu iibersehen ist und 
schon nach 3 bis 5 Minuten Aufenthalt im Wasserbad die Farbe 
eher griinlichgelb wird. Der Laugeneffekt ist zwar bei Tyrosin 
bis etwa 1: 400000 noch sehr deutlich, aber fiir Tyrosin nicht kenn- 
zeichnend. 


Die kennzeichnende Tyrosinprobe liBt sich jedoch durch Aus- 
schiitteln mit Amylalkohol viel empfindlicher gestalten und ist dann 
fir Tyrosin bis zu Verdiinnungen von etwa 1: 40000 deutlich. Die 
Ausfiihrung empfiehlt sich folgendermaben: Zu 4,5 ecm der zu unter- 
suchenden Lésung kommen 0,5 cem einer n/25 oder n/50 HCl-Lésung 
und 0,2cem NaNO,-Lésung, die Probe kommt fiir 5 bis 10 Minuten 
ins siedende Wasserbad. Dann wird mit 0,5 cem Amylalkohol kraftig 
ausgeschiittelt. Die violette Farbe des Alkohols ist bei Verdiinnungen 
des Tyrosins von 1: 40000 eben noch feststellbar, bei 1: 30000 noch 
sehr deutlich. 


Nach dem Ausschiitteln mit Amylalkohol hat die wiisserige Phase 
der Tyrosin-Nitritprobe je nach der Tyrosinkonzentration und Dauer 
des Erhitzens einen gelben bis griinen Farbenton und gibt einen deut- 
lichen Laugeneffekt. Setzt man der Probe unmittelbar nach dem Aus- 
schiitteln 1 cem n/50 NaOQH-Lésung zu und schiittelt nochmals durch, 
so wird die wasserige Phase gelb bis rotgelb, die amylalkoholische bleibt 
violett. Hingegen sah ich, dab, wenn man Tyrosinnitritproben nach 
dem Alkalischmachen mit Amylalkohol schiittelt, die Probe negativ 
ausfallen kann, wihrend die Ausschiittelprobe sowohl bei der frischen 
als auch bei einer nach dem Alkalischmachen wieder angesdiuerten 
Tyrosinnitritprobe gleicher Konzentration positiv ausfiel. 
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Farbenreaktion des Adrenalins und des Tyrosins. 
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368 B. Kisch: 


Laugeneffekt und Na OH-Probe. 


Die Tabelle laBt beziiglich dieser beiden Proben eine bemerkens- 
werte Besonderheit erkennen. Bei den Stoffen ohne aromatische OH- 
Gruppe ist der Laugeneffekt negativ. Bei allen untersuchten Stoffen 
mit einer aromatischen OH-Gruppe ist er stark positiv, und zwar bei 
Phenol mit griingelber Farbe, bei den Stoffen, die in Parastellung zur 
OH-Gruppe substituiert sind, und der Salicylsiure! mit rotgelber 
Farbe. Enthalt das Molekiil zwei aromatische O H-Gruppen, so hangt 
der Ausfall des Laugeneffekts ersichtlich von deren gegenseitiger Stellung 
ab. Sind die OH-Gruppen in Orthostellung, so ist der Laugeneffekt 
ebenso negativ, als wire tiberhaupt keine aromatische OH-Gruppe 
vorhanden, sind die OH-Gruppen in Metastellung (Resorcin, Orcin), so 
ist ein schwacher (gelber) Laugeneffekt nachweisbar, und Hydrochinon 
(p-Stellung) zeigt einen rosa Laugeneffekt, der insbesondere bei sehr 
verdiinnten Lésungen deutlich ist, wihrend Homogentisinséure? keinen 
ergab. Die substituierten orthostaéndigen OH-Gruppen im Guajakol 
und Vanillin hemmen den Laugeneffekt nicht. Er ist bei diesen Stoffen 
wie bei Phenol deutlich griingelb. Veratrol, in dem beide orthostandigen 
OH-Gruppen substituiert sind, gibt ebenso wie die Benzylderivate 
keinen Laugeneffekt. Keinen Laugeneffekt geben auch die Trioxy- 
benzole, Pyrogallol und Phloroglucin. 

Beriicksichtigt man auBerdem den Ausfall der mit Lésungen 
1: 1000 ausgefiihrten NaOH-Probe, so ergibt sich beziiglich der von 
mir untersuchten Substanzen folgendes: 





Substanz NaO H-Probe Laugeneffekt 


Stoffe ohne aromatische OH-Gruppe . — oo 
Mmowmmyeensels 2. Sw tt — ++ 
PE oe. oe! sg te ss ++ — 
I Song! go ag at he 68 + - 
eS eee ee ++ - 
Frombememtiemeaare ow ww tt le ++ — 


DaB beim Tryptophan ein wenn auch nur ganz schwacher Laugen- 
effekt beobachtet wurde, trotzdem es keine Hydroxylgruppe enthalt, 
scheint vielleicht deshalb der Erwaihnung wert, weil, wie C. Neuberg* 
zuerst betont hat, der Indolkern des Tryptophans sich in mancher Hinsicht 
den Phenolen ahnlich verhalt, z. B. auch, wie Newberg? zeigte, auf Zusatz 


1 Salicylsiure und salicylsaures Na zeigten die gleiche Reaktion, 
1: 1000 wurde salicylsaures Na gepriift. 

2 Das verwendete Praparat verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Kollegen Thannhauser, in dessen Laboratorium es aus Alkapton- 
urikerharn hergestellt worden war. 

3 C. Neuberg, diese Zeitschr. 8, 383, 1908. 
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Farbenreaktion des Adrenalins und des Tyrosins. 369 


von Tintenbeutelauszug von Sepia officinalis eine Farbstoffbildung 
ergibt, wie dies (wenn auch mit anderer Farbténung) Adrenalin und 
p-Oxyphenylathylamin tun. Der Laugeneffekt ist aber bei Tryptophan 
minimal, und es ist immerhin, wie dies auch Neuberg (1. c.) bei seinen 
Untersuchungen tat, daran zu denken, da8 das von mir benutzte, etwa 
20 Jahre alte Priparat der Sammlung etwa auch Oxytryptophan! 
enthielt. 
Zusammenfassung. 


Es wird eine kennzeichnende Farbenreaktion fiir Adrenalin und 
fiir héhere Konzentrationen (bis 1 : 30000) von Tyrosin beschrieben 
und vergleichend bei einer Reihe verwandter Stoffe ausgefiihrt. 

Die bei dieser Reaktion entstehenden Farbstoffe zeigen bei be- 
stimmten Gruppen der untersuchten Stoffe Indikatoreigenschaften. 


+ EB. Abderhalden und M. Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 212, 
1907. 
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Die Omegakatalyse der oxydativen Glykokollspaltung. 


Von 
Bruno Kisch und J. Leibowitz. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


K6ln a. Rh.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 


(Eingegangen am 27. Februar 1930.) 


Die Feststellung, dafs eine bestimmte, als Omega _ bezeichnete 
Oxydationsstufe des Adrenalins ein schon in Mengen von 1 : 10 Milliarden 
nachweisbar wirksamer Katalysator fiir bestimmte Oxydations- 
prozesse ist!, die durch Adrenalin selbst ceteris paribus nicht geférdert 
werden, solange das Adrenalin nicht in Omega umgewandelt wird, 
legten den Gedanken nahe, daB auch die von Edlbacher und Kraus? 
beschriebene oxydative Glykokolispaltung durch Adrenalin nicht als 
Adrenalinwirkung, sondern als Omegakatalyse aufzufassen sein diirfte®. 
Edlbacher und Kraus sagen a.a.QO.: ,,Fiir das Zustandekommen der 
Oxydationskatalyse des Glykokolls sind also die  orthostandigen 
Hydroxylgruppen notwendig** und nehmen an, daB die beiden von 
ihnen wirksam gefundenen Substanzen Adrenalin und Brenzkatechin 
, unter Ubergang in ein chinoides System als Sauerstoffiibertrager 
in spezifischer Weise zum Glycinabbau befahigt sind*. 

Da es bedeutsam schien, festzustellen, ob tatsachlich das Adrenalin 
als solches (biologisch betrachtet also die sympathicotrope Substanz) 
mit seinen Hydroxylgruppen zur Katalyse der Glycinspaltung in den 
Versuchen von Edlbacher und Kraus notwendig, ja itiberhaupt ohne 
weiteres befahigt ist, oder erst und nur nach seiner Oxydation zu der 
von Bruno Kisch als Omega bezeichneten Oxydationsstufe, so haben 
wir uns im Verfolg der eben genannten Ansicht* mit dieser Frage befaBt. 
Sie schien vom biologischen Gesichtspunkt einer Beantwortung um 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 220, 84, 1930. 

S. Edlbacher und J. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 1928. 
3 B. Kisch, Klin. Wochenschr. 7, 1930. 

* Bruno Kisch, 1. ¢. 
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B. Kisch u. J. Leibowitz: Omegakatalyse usw. 371 


so bediirftiger, als wir in einer friiheren Arbeit den Nachweis der 
Omegakatalyse der Gewebsatmung bereits erbringen konnten!. 

In der Versuchsanordnung hielten wir uns zunachst méglichst 
an die Angaben von Edlbacher und Kraus. Die Versuchsproben wurden 
in 17cm hohe Reagenzréhrchen von 20 mm lichter Weite gebracht 
und diese in einen Thermostaten, dessen Temperatur im Durchschnitt 
der Versuche 38 bis 42°C betrug. Als Pufferlésung verwendeten wir das 
Sdrensensche Phosphatgemisch. In die Vorlagen kamen je 20 ccm 
n/50 HCl-Lésung. Als Suprarenin und als Ausgangsmaterial fiir Omega 
wurde fiir simtliche hier mitgeteilten Versuche Suprareninum bitar- 
taricum synthet. cryst. (Héchst) verwendet, auberdem vergleichsweise 
auch Suprarenin in Form der kauflichen Packungen mit Zusatz von 
Aceton-Chloroform als Konservierungsmittel. Omega wurde aus dem 
reinen Suprareninum bitart. z.T. so hergestellt, daB die neutrale oder 
schwach mit Bicarbonat alkalisch gemachte Lésung (zum Teil nach 
Impfung mit Omegaspuren?) dem Lichte * .sgesetzt wurde, bis Rot- 
farbung eintrat. Meist wurde aber Omega nach dem in der voran- 
gehenden Mitteilung von Bruno Kisch® beschriebenen Verfahren 
durch Zusatz von 0,2cem n/10NaNO,-Lésung zu 5cem_ schwach 
salzsaurer Suprareninlésung 1: 10000 und 5 bis 10 Minuten langes 
Erwarmen der Probe im Wasserbad gewonnen und vor dem Gebrauch 
durch den Zusatz der nétigen Menge n/10 NaOH wieder neutralisiert. 
Solche Praparate, die als Ni-Omega bezeichnet werden sollen, haben, 
wie (Il. c.) gezeigt wurde, keinerlei Adrenalinwirkung mehr. Wir haben 
uns auch bei den hier verwendeten Ni-Praparaten hiervon gelegentlich 
durch Tierversuchskontrollen iiberzeugt. Als weitere Kontrolle wurde 
eine Nitritprobe ganz so wie das Ni-Adrenalin angesetzt, jedoch kein 
Adrenalin, sondern nur Glykokoll zugefiigt und dann den zu unter- 
suchenden Glykokollproben in gleicher Menge zugesetzt, wie anderen 
die Ni-Omegalésung. Es sei schon hier erwahnt, daB diese ,,Ni- 
Kontrollen* in keinem Versuch eine merkliche N H,-Bildung erkennen 
lieBen. Ebensowenig lieB sich ein grundsdtalicher Unterschied in der 
Wirkungsart des auf verschiedene Weise hergestellten Omega ermitteln. 


Versuchsergebnisse. 

Zuniachst sei betont, daB wir den tatsichlichen Befund von Edl- 
bacher und Kraus, daB bei der von ihnen gewahlten Versuchsanordnung 
Adrenalinzusatz zu Glykokollésungen deren oxydative Desaminierung 
auslést, vollkommen bestatigen kénnen, desgleichen das von diesen 


1 Bruno Kisch und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 97, 1930. 
2 Bruno Kisch, |. c. 
3 Derselbe, ebendaselbst 220, 358, 1930. 
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372 B. Kisch u. J. Leibowitz: 


Autoren angegebene Optimum der Versuchsdauer und der Wasser- 
stoffionenkonzentration. py war auch bei unseren Versuchen bei etwa 
7,8 (kolorimetrisch bestimmt) optimal. 

Schon die ersten Versuche zeigten uns aber, daB véllig adrenalin- 
freie, dunkelrote Omegalésungen, die keinerlei adrenalinartige Wirkung 
im Tierversuch hatten, die Glykokolldesaminierung in langfristigen 
Versuchen etwa in der gleichen Intensitét katalytisch hervorrufen, 
wie gleich konzentrierte Adrenalinlésungen, ja mitunter sogar eher 
stirker als diese. Ein Beispiel mag dies belegen. 

Zu je 5cem m/10 Glykokollésung und 10cem_ Phosphatgemisch 
(px = 7,7) kam je 1 cem einer 0,1°,igen Adrenalinlésung aus Supr. bitar- 
taricum cryst. bzw. 1cem einer aus dieser gleichen Adrenalinlésung vor 
dem Versuch hergestellten Ni-Omegalésung bzw. einer adrenalin- und 
omegafreien Ni-Kontrollésung. Temperatur 39°C. Versuchsdauer 
16 Stunden. 





. 2. 3. 4. 5. 
Zusitze: || 1eemSupra- leemSupra-| 1cem Ni- leem Ni- leem Ni- 
renin renin Omega Omega Kontrolle 
Verbraucht n/50 HCl 7,5 7,3 8,1 9,0 0,1 


Da alle ahnlich angestellten Versuche ein ahnliches Ergebnis 
hatten, so war erwiesen, daB auch adrenalinfreies Omega katalytisch 
die Glykokollspaltung férdert. 

Es war nun festzustellen, ob Adrenalin eine ahnliche Wirkung 
tiberhaupt besitzt oder etwa nur insoweit, als es im Verlauf des Ver- 
suches in Omega verwandelt wird; denn daB dies letztere geschieht, 
sah man schon an der rotgelben Farbe, die die Proben 1 und 2 des 
angefiihrten und die entsprechenden vieler ahnlichen Versuche zu 
Versuchsende hatten, und es war in manchen Versuchen bemerkenswert, 
daB Omega, wenn auch nicht sehr stark, so doch deutlich starker 
wirksam sein konnte als im gleichen Versuch die Adrenalinstamm- 
lésung, aus der dieses Omega gewonnen worden war. 

Wenn die genannte Vermutung richtig war, dann muBte der Unter- 
schied in der Omega- und Adrenalinwirkung sich bei kurzfristigen 
Versuchen besonders deutlich zugunsten der Omegawirkung_ ver- 
schieben, weil ja die spontane Umwandlung von Adrenalin in Omega 
ein ProzeB ist, der selbst Zeit benétigt, selbst wenn er durch schwach 
alkalische Reaktion, hohe Temperatur und Luftdurchleitung (wie dies 
in der gebrauchten Versuchsanordnung der Fall ist) begiinstigt wird. 


Bei dem folgenden Vorsuch, bei dem je drei Proben mit Suprareninum 
bitartar. cryst., 0,1°, ig, und je drei Proben mit Ni-Omega (aus dieser gleichen 
Suprareninlésung gewonnen) angesetzt wurden, ist der Versuch bei je 
zwei Proben schon nach 1% Stunden, bei je einer Probe nach 21% Stunden 
abgebrochen worden. Das Ergebnis ist ziemlich eindeutig. 
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Omegakatalyse der oxydativen Glykokollspaltung. 373 


Zu je 5cem n/10 Glykokollésung kommt je 1 ccm 0,1°,ige Suprarenin- 
lésung bzw. aus der gleichen Suprareninlésung hergestelltes Ni-Omega. 
Jede Probe enthalt 10cem Pufferlésung, py 7,6.  Temperatur 44°C, 
Nach 144 Stunden waren die Proben mit Suprareninzusatz noch farblos, 
nach 214 Stunden rosa. 


Verbrauchte n/50 HCl-Lésung in Kubikzentimeter. 





he 2. 3. 4. 5. 6. 
Zusitze : Supra- | Supra- Supra- Ni-Omega) Ni-Omega) Ni-Omega 
renin renin renin 
Nach 11/,Std. ... 0,1 é 0,7 0,7 
ee ‘chee 0,4 1,1 


In einem anderen, sonst véllig analogen Versuch war die Temperatur 39°, 
PH 7,7. Die Versuchsdauer 2 Stunden. Eine Ni-Kontrolle ‘war beigefiigt. 


Das Ergebnis war folgendes: 





5. 2. 3. 4 5 
Zusiitze : , , - = — 
Suprarenin | Suprarenin Ni-Omega Ni-Omega Ni-Kontrolle 
Verbraucht 0/50 HC! 0 0 0,4 0,5 0 


Diese Versuche zeigen, daB Adrenalin, solange es nicht in Omega 
umgewandelt wird, keinerlei EinfluB auf die oxydative Glykokollspaltung 
hat, waihrend die Wirkung von Omega schon in diesen kurzen Zeit- 
raumen deutlich ist. Ahnliches zeigt ein langfristiger Versuch, bei 
dem bei einem Teile der Ansitze nach 4, bei dem Rest erst nach 
16 Stunden der Versuch abgebrochen wurde. 


‘ 


pu der Versuchsproben 7,6, Temperatur 38° C, sonst alle Ansiitze wie 
bei dem vorangehenden Versuch. Die Suprareninproben waren nach 
4 Stunden bereits deutlich rosa geworden. 


Verbrauchte n/50 HCl in Kubikzentimeter. 





a 2. 3. 4. | 5. 6 
Zusitze: | Ni-Omega| Ni-Omega| Supra- Supra- | Supra- Supra- 
renin renin renin renin 
een £200... . . 1,5 0,5 0,8 
par me Fite gt eS 3,8 4,6 48 


Wahrend hier im kurzfristigen Versuch das Suprarenin nur ein 
Drittel der Wirkung von Ni-Omega zeigt, ist es nach I6stiindiger 
Versuchsdauer starker wirksam als dieses. Vermutlich ist die ge- 
ringere Wirksamkeit des Omega in diesem Falle nach 16 Stunden 
darauf zuriickzufiihren, daB ein Teil des Omega in dieser Zeit in 
eine katalytisch nicht wirksame Oxydationsstufe des Adrenalins 








374 B. Kisch u. J. Leibowitz: 


iibergegangen ist. Dies ist schon auf Grund der Anderung der Farbe 
dieser Proben (von Rot nach Gelbrot) wahrend des Versuchs wahr- 
scheinlich. 


Es spricht ganz im Sinne der hier mitgeteilten Tatsachen, da 
unserer Erfahrung nach die Wirkung reinen Suprarenins beziiglich 
der Glykokollspaltung deutlich starker ist, als wenn man den Versuch 
ceteris paribus mit dem kauflichen Suprarenin ausfiihrt. Der Chloreton- 
zusatz in letzterem hindert bis zu einem gewissen Grade die Umwand- 
lung in Omega und damit seine katalytische Wirksamkeit. Das aus 
kauflicher Suprareninlésung hergestellte Ni-Omega hat aber starke 
katalytische Wirkungen. 


DaB nicht einfach oxydiertes Adrenalin schlechthin, sondern 
nur bestimmte in roten Lésungen in wirksamerer Menge als in gelben 
enthaltene Oxydationsprodukte (Omega) des Adrenalins die Glykokoll- 
spaltung katalytisch fordern, geht auch daraus hervor, daB sehr wirk- 
same Ni-Omegalésungen durch langeres Kochen gelb und zugleich 
minder wirksam werden. Auf eine Umwandlung von Omega in kata- 
lytisch unwirksame Oxydationsprodukte des Adrenalins, auf die der 
eine von uns schon friiher hingewiesen hat, ist es auch zuriickzufiihren, 
daB sich verschiedene Ni-Omegalésungen je nach ihrer Vorgeschichte 
(Dauer des Erwarmens, Alter der Lésung, py der Lésung usw.) ver- 
schieden stark wirksam erweisen. 


Man ersieht dies aus dem folgenden kurzfristigen Versuch. 


Das bei den Proben 3 und 4 verwendete Ni-Omega ist das gleiche wie das 
bei Proben 1 und 2, nur wurde es vor der Verwendung noch 15 Minuten im 
siedenden Wasserbad erhitzt, wobei es eine gelbe Farbung erhielt. 

Versuchsdauer 3 Stunden, Temperatur 41°, py 7,7, im ibrigen 
alle Ansaétze wie bei den vorigen Versuchen. 





- » 3. 4. 2. 
ee Ni-Omega Ni-Omega Ni-Omega Ni-Omega eer 
gekocht gekocht Suprarenin 
re cht 0/50 HC | | 
Verbraucht n/50 HCl} 14 13 en a pe 


in ccm | 


Nachdem so festgestellt war, das nicht Adrenalin, sondern Omega 
der Katalysator der Glykokollspaltung in unseren Versuchen ist, stellten 
wir fest, ob denn py = 7,8 die fiir diesen Vorgang optimale H -Ionen- 
konzentration oder nur etwa das Optimum fiir eine Umwandlung 
von Adrenalin in Omega ist. Wir fanden, daB tatsachlich das erstere 
der Fall ist, denn wie der folgende Versuch zeigt, ist das py von 7,7 
bis 8,0 auch bei Anwendung adrenalinfreien Ni-Omegas als Katalysator 
das Optimum der Glykokollspaltung. 
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Versuchsansatz in den gleichen Mengen wie sonst. Dauer 24 Stunden, 
Temperatur 39° C. 





PH 6,8 7,1 7.4 7,7 8,0 8.3 


f auc 50 HC ar an ep ~— . 

Verbraucht n/50 HCl} 25 36 49 5.6 55 48 
In ccm | 

Ein 4stiindiger und ein 1l6stiindiger ahnlicher Versuch ergaben 

bis 8,0 


grundsatzlich das gleiche, nimlich ein py-Optimum von 7,7 
fiir die Omegakatalyse der Glykokollspaltung. Vermutlich spielt 
fiir das Zustandekommen dieses Optimums auch die schnellere Um- 
wandlung von Omega in katalytisch unwirksame Stoffe in starker 
alkalischen Lésungen eine Rolle. 

Der folgende Versuch gibt iiber die Grenze der Katalytischen 
Wirksamkeit von Omega bei unserer Versuchsanordnung AufschluB. 

Zu je 5cem m/10 Glykokoll kommen je 10 ccm Phosphatgemisch 
(Pu 7,7) und Ni-Omega in verschiedenen Konzentrationen. Versuchs- 
dauer 13 Stunden, Temperatur 41 bis 42°. 





Ni-Omega-Konzentration : 1: 16000 1:50000) 1: 100000) 1: 200000) 1: 300000) 1: 500000 


Verbraucht n/50 HCl 4.8 2.5 1.0 0,5 0.1 01 


Bei dieser Versuchsanordnung war Omega somit nur noch in 
einer Konzentration von | : 200000 wirksam!. DaB in friiheren Unter- 
suchungen (l.c.) noch viel niedrigere Konzentrationen von Omega 
bei anderen Oxydationsprozessen katalytisch wirksam gefunden 
wurden, hat zweifellos seinen Grund auch in der (a. a. O.) mitgeteilten 
Beobachtung, da héhere Temperatur, gute Durchliiftung, alkalische 
Reaktion die Umwandlung von Omega in ein katalytisch unwirksames 
Oxydationsprodukt des Adrenalins beschleunigen. Es ist deshalb nicht 
ausgeschlossen, daB unter geeigneteren Bedingungen auch, noch viel 
niedrigere Omegakonzentrationen einen deutlich katalytischen EinfluB 
auch auf die Glykokollspaltung ausiiben. In einem Versuch von 
8 Stunden Dauer bei 37 bis 38° fanden wir die Grenze der Omega- 
wirksamkeit auch bei 1: 200000 bis 300000. Konzentrationen von 
1: 4000 hatten etwa die gleiche Wirkung wie die von 1: 16000. Das 
Optimum der Wirkung lag bei unserer Versuchsanordnung bei einer 
Konzentration von etwa 1: 10000 Omega. 


1 Es sei nochmals hervorgehoben, was der eine von uns schon friiher 
betonte, daB die Angaben iiber Konzentration des Omega immer so ge- 
macht sind, als ob alles Adrenalin der Ausgangslésung in Omega verwandelt 
wire. Da das Omega daher durch weitere chemische Umsetzung katalytisch 
unwirksam wird, so sind alle genannten Omegakonzentrationen gewi® zu 
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Da Adrenalin sich bei reichlicher Luftdurchleitung in neutralem 
und schwach alkalischem Medium schneller oxydiert als ohne diese 
MaBnahme, so war ferner festzustellen, ob die gute Durchliiftung 
tatsichlich deshalb fiir einen positiven Versuchsausfall nétig ist, weil 
die beobachtete Glykokollspaltung ein oxydativer ProzeB ist, oder 
vielleicht nur deshalb, weil die Durchliiftung zur Umwandlung von 
Adrenalin in Omega ndétig ist. 

Der Versuch mit adrenalinfreiem Ni-Omega bringt auch hier 
den Beweis, und zwar in ersterem Sinne. 

Die Glykokollspaltung ist auch nach 14 Stunden ohne dauernde 
Durchliiftung der Proben sowohl bei Adrenalin als auch bei Omega- 
zusatz sehr gering. 

Die Versuchsansatze waren die gleichen wie in den friiheren Versuchen. 
Adrenalin, 0,1°,ig, Ni-Omega aus der verwendeten Suprareninlésung 
hergestellt. Zwei Proben wurden durchliiftet, vier nicht. Versuchsdauer 
14 Stunden, Temperatur 43°. Die nicht durchliifteten Suprareninproben 
waren nach 14 Stunden gelblich. 


Verbrauchte n/50 HCl in Kubikzentimeter. 





1. Durchliiftet 2. Undurchliiftet 3. Undurchliiftet 
Suprarenin. .... 3,7 0,5 0,5 
Ni-Omega ..... 4,3 0.6 0,6 


Ein weiterer Versuch hatte das gleiche Ergebnis. 

Noch deutlicher tritt die Notwendigkeit des Sauerstoffs fiir die 
hier beobachtete Glykokollspaltung dann zutage, wenn man den Ver- 
suchsverlauf in gleichartig angesetzten Proben vergleicht, von denen 
eine wahrend der ganzen Versuchszeit durchliiftet, die andere nicht 
nur, wie im vorangehenden Versuch undurchliiftet ist, sondern evakuiert, 
so daB auch in der Fliissigkeit kein Sauerstoff mehr absorbiert ist. 


Zu je 2,5cem n/10 Glykokollésung kamen 5ccm Phosphatgemisch. 
pu = 7,7. Zugesetzt wurde den Proben je 0,5 ccm einer 0,1°,igen Supra- 
renin- bzw. Ni-Omegalésung. Die Evakuierung wurde in Réhrchen vor- 
genommen, wie sie zu Versuchen iiber Methylenblauentfarbung suach 
Thunberg-Ahlgren verwendet werden, und Schliff und Ansatzrohr nach dem 
Evakuieren bis zum Laugenzusatz mit Paraffin verschlossen gehalten. 
Dauer des Versuchs, der in zwei Parallelreihen ausgefiihrt wurde, je 8 und 
18 Stunden. Temperatur des Wasserbades, in dem sich sdmtliche Proben 


befanden, 38°. 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/50 HCl. 














Nach 8 Std. Nach 18 Std. 
Zusitze : Suprar nin | Ni-Omega | Ni-Kontr.  Suprarenin Ni-Omega 
Evakuiertt ..... 0,1 0,3 - 0,1 0,2 


Durchliftet. .... 1,6 28 0,1 3,9 
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Aus diesen Versuchen kann mit Sicherheit geschlossen werden, 
daB zu der beobachteten Glykokollspaltung unter katalytischem 
EinfluB von Omega Sauerstoff notwendig ist. 

SchlieBlich ist es vielleicht von Interesse, daB das dem Adrenalin 
chemisch so nahestehende Adrenalon (Methylaminoacetobrenzcatechin) 
in Konzentrationen, in denen Omega sehr wirksam ist, die Glykokoll- 
desaminierung nur minimal férdert. 

Versuchsdauer 18 Stunden. Temperatur 42°. Ansitze: 5ccem n 10 
Glykokollésung, 10 ccm Phosphatpufferlésung (py = 7,7), je leem Adre- 


nalon, 0,1°,ig, bzw. daraus in der gleichen Weise wie Ni-Omega hergestelltes 
Ni-Adrenalon. 





Zusitze: 1. Adrenalon 2. Adrenalon 3. Ni-Adrenalon 4. Ni-Adrenalon 
Verbraucht n/50 HCI 0.6 0.5 0,4 | 0.4 
Ein anderer langfristiger, im iibrigen ganz gleich angesetzter 


Versuch mit Adrenalin und Omegakontrolle zeigt das gleiche Ergebnis. 
Versuchsdauer 16 Stunden, Temperatur 39° C. 





1. Suprarenin 
0,1 °/oig 


3. Adrenalon 


Zusitze: 0,1 °,ig 


2. Ni-Omega 4. Ni-Kontrolle 


Verbraucht n/50 HCl |} 75 90 0.9 04 
in* eem | 


Weitere Versuche iiber das Optimum der Adrenalonwirkung, 
sowie mit anderen Brenzcatechinderivaten und Aminosduren sind 
beabsichtigt und zum Teil im hiesigen Institut bereits in Angriff ge- 
nommen. 

Zusammenfassung. 

Gewisse Oxydationsprodukte des Adrenalins (Omega) wirken 
als Katalysator oxydativer Glykokollspaltung. 

Adrenalin selbst ist hierzu nicht befahigt, es wirkt in dem gleichen 
Sinne nur insoweit, als es im Versuchsverlauf in Omega verwandelt wird. 

Das py-Optimum der Omegakatalyse der Glykokollspaltung 
liegt bei px = 7,7 bis 8,0. 

Bei Sauerstoffentzug tritt die Glykokollspaltung auch bei Gegen- 
wart von Omega nicht auf. 

Adrenalon férdert die Glykokollspaltung in wesentlich geringerem 
AusmaB als Adrenalin. 


Der Blutzucker bei Feldhasen. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


Koln a. Rh.) 


Eingegangen am 27. Februar 1930. 
geganm ) 


Vor kurzem hatte ich Gelegenheit, bei einigen Feldhasen Blut- 
zuckerbestimmungen auszufiihren!?. 


Die fiinf Tiere waren frisch gefangen dem Institut am Tage vor der 
ersten Untersuchung eingeliefert worden, saben einzeln in Stoffwechsel- 
kafigen und wurden mit Riiben gefiittert. Zur Blutentnahme und Tem- 
peraturmessung wurden sie kraftig gefabt und gehalten, aber nicht 
aufgespannt. Drei Tiere verhielten sich hierbei véllig ruhig, eines war 
etwas, eines sehr unruhig. Das Blut wurde aus dem Ohr entnommen 
und strémte aus einem angeschnittenen GefiB. Der Blutzucker wurde 
in je zwei Kontrollproben nach Hagedorn und Jensen bestimmt. Die 
Blutentnahme wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen friih morgens 
ausgefiihrt. Die Tiere hatten iiber Nacht Futter im Kafig und fraBen 
auch. Nur Tier Nr. 3 hatte wihrend der Zeit, die es beobachtet wurde, 
nicht gefressen. Die Rectaltemperatur wurde gemessen, indem die 
Kugel eines eingefetteten Thermometers 3,5 cm tief ins Rectum ein- 
gefiihrt wurde und 3 Minuten dort verblieb. 


Trotzdem wir aus friiheren Untersuchungen? iiber geniigende 
Erfahrungen an Kaninchen verfiigen, wurde gleichzeitig, um alle 
Versuchsbedingungen mdéglichst gleichartig zu haben, der Blutzucker 
zugleich auch bei zwei mit den Hasen im gleichen Stalle unter gleichen 
Futter- und sonstigen Bedingungen stehenden Kaninchen gemessen. 


1 Kiir Uberlassung der Tiere zu diesen Untersuchungen bin ich den 
Herren Geh. Rat H. EL. Hering und Prof. Dr. E. Koch sehr dankbar. 
2 Siehe diese Zeitschr. 204, 179, 1929; 205, 349, 1929; 206, 485, 1929. 
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Das Versuchsergebnis war folgendes: 





, . , slutzucker 
Gewicht ‘Temperatur Blutzucker 


Tierart Geschlecht Anmerkung 
g 04 am 30.1. am 31. 1 
; a ; 0.129 0,136 
Hase i ; 3000 39 0.129 0.135 
‘ 0,176 0,128 
2 yt 3m ’ 
.* ¢ —_— | * 0,174 0,129 
‘ ‘ 0,120 0,131 | sie 
— fou 4000 39,4 0117 0131 | Niichtert 
Be Bei der ersten Un- 
— a 3200 40,2 eae aaa tersuchung u- 
ya Ue ’ ruhig 
on — 14é 0,122 
» * fou 3600 38.8 ern Saas Sehr unruhig 
ae i : one | 0181 
Kaninchen C 4500 38,6 0119 — 
901 ‘ , 0,128 { 
9 2200 | 898 | O14 


Das Tier ,,Hase Nr. 3°‘ wurde am 31. Januar nach der Blut- 
entnahme in Morphium-Urethannarkose aufgespannt und nach 
15 Minuten langer Aufspanndauer nochmals Blut entnommen. Der 
Zuckergehalt betrug nun 0,140, 0,138, war also ein wenig, aber nicht 
sehr merklich erhdht. 

Aus den angefiihrten Zahlen ersieht man, daB der Feldhase unter 
den gegebenen Versuchsbedingungen etwa die gleichen Blutzucker- 
werte zeigt wie das Kaninchen, und daf die bei ruhigen und durch 
die Vorbereitung zur Blutentnahme eine kurze Zeit lang (etwa 3 Minuten) 
sehr erregten Tieren gefundenen Werte annahernd die gleichen sind. 
Auch sind die Werte bei dem seit mehreren Tagen niichternen Tiere 
etwa die gleichen wie bei den anderen, was ebenfalls mit friiheren 
Erfahrungen an Kaninchen! iibereinstimmt. 


1 Siehe Note 2 auf vor. Seite. 


atROL 2 ies we 


Untersuchungen iiber die chemische Konstitution 
der SerumeiweiBkoérper. L. 


Von 


Anton Fischer und Alfred Blankenstein. 


(Aus dem Rheumaforschungsinstitut am Landesbad der Rheinprovinz in 
Aachen.) 


(Eingegangen am 1. Marz 1930.) 


Bei der Besprechung der Ergebnisse der Tryptophanbestimmung im 
Blutserum (1) (2) (3) hat der eine von uns darauf hingewiesen, daB die 
Annahme der Globulinvermehrung allein nicht ausreicht, um die unter 
pathologischen Verhaltnissen eintretende Tryptophanvermehrung der 
SerumeiweiBkérper zu erkliren. Wir muBten entweder annehmen, 
da8 unter pathologischen Verhaltnissen die Konstitution des (sonst 
chemisch einheitlichen) Serumglobulins bzw. -albumins verandert ist; 
soweit nur physikalische Eigenschaften der SerumeiweiBk6érper in 
Frage kommen, haben Hartl und Starlinger (4) solche Abweichungen 
bereits festgestellt. Es war aber naherliegend, anzunehmen, da das 
, Serumglobulin“ und das ,,Serumalbumin“ in chemischer Hinsicht 
keine einheitlichen Kérper sind, und da® Anderungen der Zusammen- 
setzung ihrer Bestandteile die Befunde von Hartl und Starlinger sowie 
die Ergebnisse der Tryptophanbestimmung erklaren kénnen. 

Die Existenz mehrerer im chemischen Sinne verschiedener Globuline 
und Albumine ist wohl verschiedentlich behauptet worden, eindeutig 
erwiesen konnte sie bis jetzt nicht werden. 

Barrenscheen und Messiner (10) haben vor kurzem mittels der 
Phosphorylierung nach Rimington sowie bei der Methylierung grofe 
quantitative Unterschiede zwischen fiinf, mittels Ammonsulfatfraktio- 
nierung getrennten SerumeiweiBbfraktionen gefunden. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sprechen, insbesondere bei den Globulinen, 
fiir eine strukturchemische Verschiedenheit dieser EiweiBkorper. 

Wenn wir von den obigen Befunden absehen, hatten bisher alle 
Bemiihungen, zwischen den einzelnen Globulinfraktionen chemische 
Unterschiede festzustellen, ein negatives Ergebnis. 
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Da sich uns in der Untersuchung normaler und pathologischer 
Serumeiweibkérper die kolorimetrischen Methoden zur Bestimmung des 
Tryptophans, Cystins und Tyrosins gut bewahrt haben, war es nahe- 
liegend, mittels dieser Methoden die durch Neutralsalzfillungen ge- 
wonnenen SerumeiweiBfraktionen zu untersuchen. Zur Ergianzung 
dieser Untersuchungen haben wir die Stickstoffverteilung nach Haus- 
mann (11) und den Gehalt der Salzsiurehydrolysate an Amino-N nach 
van Slyke und Sérensen bestimmt; da die Aminogruppen der Diamino- 
siuren nach 5 Minuten Einwirkung von Natriumnitrit noch nicht 
quantitativ reagieren, haben wir aus den mittels der van Slyke-Be- 
stimmung erhaltenen Werten auf die Menge der Diaminosauren schlieBen 
zu kénnen geglaubt. 


Bemerkungen zur Methodik. | 


Die Darstellung der Eiwei®Bkérper erfolgte stets durch Fillung mit 
gesittigter, neutraler Lésung von Ammonsulfat; nur bei Sattigung mit 
Neutralsalzen wurden letztere in Substanz zugesetzt. Ein Nachwaschen 
der Niederschlage hat im allgemeinen nicht stattgefunden, um die Filtrate 
nicht zu verdiinnen und dadurch die Fallungsverhaltnisse der nachsten 
Fraktion zu verandern. Es ist daher wohl anzunehmen, da die einzelnen 
Proteine mit geringen Mengen der nachstfolgenden Fraktionen verunreinigt 
waren. Die weiter nicht trennbaren Niederschlage wurden gelést, koaguliert, 
iiber Rohseide filtriert und salzfrei gewaschen; zuletzt 1 bis 2 Tage bei 
70 bis 80°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Alle Fallungen sollen 
in méglichst kurzer Zeit erfolgen, da nach 6 bis 7 Tagen bei Zimmertemperatur 
die Fallungsverhaltnisse manchmal anders sind als in frischem Serum. 

Die Tryptophanbestimmung erfolgt nach der Methode von Fiirth- 
Dische (12). Die Methode ist sehr einfach und verlaBlich; die Fehlergrenze 
liegt, wie bei den besten kolorimetrischen Methoden, innerhalb 10°,. Die 
Cystinbestimmung erfolgt nach der neuen kolorimetrischen Methode von 
Blankenstein (13). Erforderlich sind 0,5 g EiweiB (bei cystinarmen Globu- 
linen empfiehlt es sich, 1,0 g zu nehmen). Die Bestimmung erfolgte nach 
12stiindiger Hydrolyse in 1l5icem 20 vol.-°,iger H,SO, nach Vorschrift 
von Blankenstein. . 

Da die Methode von Blankenstein bei niedrigem Cystingehalt nicht 
geniigend exakte Werte ergibt, haben wir Parallelbestimmungen mit der 
neuen Cystinbestimmungsmethode von Folin und Marenzi (15) ausgefiihrt. 
Dabei zeigte sich ein relatives Parallelgehen der Werte von Blankenstein 
und Folin, doch waren die absoluten Werte nach Folin nicht unwesentlich 
hoher. 

Die Bestimmung des T'yrosins erfolgte zunaichst nach der Methode 
von Firth und Fischer (14). Besonders muB bei der Ausfiihrung dieser 
Methode darauf geachtet werden, daB das letzte, eben alkalisch gemachte 
Filtrat mit genau 0,2 cem 75 Gew.-°, H,SO, pro 10 cem Filtrat angesiuert 
wird. 

Trotz der guten Ubereinstimmung der Tyrosinwerte in verschiedenen 
Hydrolysaten ein und desselben Proteins hatten wir den Verdacht, da® in 
den Hydrolysaten einzelner Proteine irgendwelche Substanzen vorhanden 
sind, welche die Millonsche Reaktion katalytisch beeinflussen. Die Tyrosin- 
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werte des GesamtserumeiweiBes, in zehn Seren bestimmt, ergaben im 
Durchschnitt 7°,, mit Schwankungen zwischen 6 und 8°,. Ein Parallel- 
gehen der Tyrosinwerte mit den Tryptophanwerten war dabei nicht fest- 
stellbar. 

Um die Fehlerquelle, die in der Hydrolyse der Eiwei8kérper liegt, 
auszuschalten, haben wir Parallelbestimmungen des Tyrosins nach der 
Methode von Zuwerkalow (6) vorgenommen; die mittels der letzten Methode 
erhaltenen Werte stimmen untereinander gut iiberein und verdienen um 
so mehr Vertrauen, als sie von den Werten nach Fiirth-Fischer nur dann 
wesentlich abweichen, wenn letztere unwahrscheinlich hoch ausfallen. 

Die Stickstoffbestimmung nach Hausmann haben wir in 0,5 g Protein 
durchgefiihrt. Ein aliquoter Teil des Filtrats, das nach Entfernung des 
Ammoniaks gewonnen wurde, diente zur Formoltitration bzw. zur Be- 
stimmung des Amino-N nach van Slyke. Bei letzterer Bestimmung wurden 
2cem des Hydrolysats genau 5 Minuten lang mit der Nitritlésung ge- 
schiittelt. Nach unseren Erfahrungen kénnen Abweichungen in der Dauer 
und Intensitat der Hydrolyse die Werte in einer schwer zu kontrollierenden 
Weise nicht unbetrachtlich beeinflussen. Die meisten angegebenen Werte 
sind Durchschnittswerte aus mehreren Bestimmungen; pur gréBere Ab- 
weichungen dieser Werte kénnen als Beweis wirklicher chemischer Ver- 
schiedenheit der EiweiBkoérper gelten. 


Darstellung und Analyse der Eiwei8kérper aus Rinderserum. 


Rinderserum 1. 
Aus Rinderserum 1 wurden folgende Fraktionen dargestellt: 

1. Globulin (4 Sattigung mit Ammonsulfat). 

2. Albumin (Filtrat des Globulins). 

Euglobulin ('/, Sattigung mit Ammonsulfat). 

4. Pseudoglobulin ('/, bis '/, Sattigung mit Ammonsulfat). 

5. Saureglobulin. Das Filtrat des Pseudoglobulins wird im Verhiltnis 10: 3 
mit einer Pufferlésung versetzt, die aus der Mischung gleicher Volumina 
von n Essigsiure und n Natriumacetatlésung besteht. Diese Lésung 
wird vor Gebrauch mit Ammonsulfat (in Substanz) 1!5-gesittigt; ihre 
py betragt 4,6. Der gréBte Teil des Albumins fillt bei dieser Reaktion 
bereits bei Halbsattigung mit Ammonsulfat aus; ein kleiner Rest bleibt 
im Filtrat und wird von uns als 

6. Saurealbumin bezeichnet. 

Aus Tabelle I geht hervor, daB Albumin und Globulin chemisch 
verschiedene EiweiSkérper sind; aber auch die beiden Globulin- und die 
beiden Albuminfraktionen zeigen so weitgehende Unterschiede, daB es 
wohl kaum méglich ist, sie als chemisch identisch aufzufassen. Ins- 
besondere sind es die Tryptophanwerte, die groBe Unterschiede aufweisen ; 
iiberraschend ist der hohe Tryptophangehalt des Sanrealbumins, 
ein Beweis, daB es nicht berechtigt ist, alle Albumine als tryptophanarm 
zu bezeichnen. Auch die Cystinwerte sind recht verschieden und stehen 
zu der Héhe der Tryptophanwerte in umgekehrtem Verhaltnis. Die 
Werte nach Folin (in Klammern) sind durchweg héher als die nach 
Blankenstein. 
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Tabelle I. 





lg Protein enthilt 





= = 7. 
* @)/¢iani®liei4 £4 
Nr. Eiweiikirper = - = = = = > Z 
. Oo Oly mg mg mg mg mg mg 
1 Globulin .... 2.9 0,6 5,8 17,4 11,1 78.6 29,0 81.2 108.0 
(2,1) (7,3) 
2 | Atom. . . 13 | 20) 68 | 12,2! 95) 77,8 | 34,5 | 79,8) 962 
(2.8) (6,7) 
3 | Euglobulin. .. | 34 | 0,7 | 1,55 15,1) — | 65,6 | 22,4 | 66,0 | 107,0 
(2.0) (7,3) 
4  Pseudoglobulin . 2,8 11 64 131 — | 63,3 23,8! 71,4 | 104,0 
(2.0) (8,2) 
5 | Saureglobulin. . | 0,94 2,1 7,1 = 13,7 — 71,6 33,6 70,0 93,0 
(2,6) (6,7) 
6 | Saurealbumin. . 2,2 16 | 61 1148): - 68.4 33.7 65,8 88.0 


(2,5) | (6,7) 


Die T'yrosinwerte erlauben allerdings nicht, sichere Schliisse dieser 
Art zu ziehen; auffallend ist der héhere Tyrosingehalt der Globulin- 
fraktionen nach der Methode von Zuwerkalow (in Klammern). Bei der 
Stickstofftrennung bestatigte sich der in der Literatur 6fter erwihnte hohe 
Gehalt des Albumins an Diamino-N, dementsprechend waren auch die 
Werte des Amino-N nach van Slyke etwas niedriger. Sichere Unter- 
schiede der einzelnen Globulin- und Albuminfraktionen lieBen sich 
in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen (5) (8) mittels der 
N-Trennung nicht feststellen. 

Da wir nun mittels der Tryptophan- und Cystinbestimmung 
bestimmte Differenzen zwischen den 2 Globulin- und den 2 Albumin- 
fraktionen gefunden haben, war es unsere weitere Aufgabe,: méglichst 
viele Fraktionen aus dem Serumeiweif8 zu gewinnen und deren Identitat 
bzw. Verschiedenheiten mit obigen Methoden zu untersuchen. Wir be- 
dienten uns zur Eiweibdarstellung der Neutralsalzfallung, wobei wir als 
Fallungsmittel vor allem Ammonsulfat (bei neutraler und saurer 
Reaktion), ferner NaCl, KCl, MgSO, (allein und in Kombination 
untereinander) angewandt haben. Die erhaltenen Niederschlage 
wurden zum Teil weiter zu trennen versucht, zum Teil wurden sie zur 
Kontrolle ungetrennt koaguliert und dargestellt. 


Rinderserum 2 
wurde ftolgenderweise verarbeitet: 
1. Globulin, 2. Euglobulin, 3. Pseudoglobulin, 4. Saiureglobulin, 5. Saure- 
albumin. Die Fraktionen 1 bis 5 wurden wie bei Rinderserum 1 dar- 
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gestellt. 6. Magnesiumglobulin (Saéttigung des Serums mit MgSQ,). 
7. Magnesiumalbumin (Filtrat von 6). 

Das Filtrat von Euglobulin wurde im Verhiltnis 10:3 mit der Essig- 
siure-Natriumacetatlésung versetzt, die mit (NH,),SO, zu '/, gesittigt 
war. Der Niederschlag wurde abfiltriert und koaguliert = 8. Das Filtrat 
wurde mit Ammonsulfat halb-gesittigt, der Niederschlag in Wasser gelést. 
mit 10°,iger NaOH neutralisiert und dann mit Ammonsulfat nochmals 
halb-gesattigt. Der Niederschlag wurde koaguliert [9] und das Filtrat 10 eben- 
falls. 11. Fallung des Serums durch Sattigung mit KCl. 12. Fallung des 
Serums mit. Kochsalz. Der Niederschlag wurde koaguliert, das Filtrat mit 
(NH,),80O, zu '/, gesattigt. Der Niederschlag 13 wurde koaguliert, das 
Filtrat mit Ammonsulfat halb-gesattigt, dabei entstand kein Niederschlag. 
Erst bei Ansaéiuerung des Filtrats von 13 im Verhialtnis 10:3 mit dem 
Acetatpuffer [der ebenfalls '/,-gesattigt mit (NH,),8O, war] entstand ein 
Niederschlag, der [14] koaguliert wurde. Im Filtrat des letzteren entstand 
dann bei % Sattigung mit Ammonsulfat noch ein Niederschlag, der aber 
nicht ausreichte, um fiir die Analyse dargestellt zu werden. 

Die Filtrate von 3 und 6 geben auf Sattigung mit NaCl keinen Nieder 
schlag mehr, daher gehéren die kochsalzfallbaren Fraktionen durchweg 
zu den Globulinen. Das Filtrat der NaCl-Fallung wurde weiter gefiallt 
durch Anséiuerung im Verhialtnis 10:3 mit kochsalzgesattigtem Acetat- 
puffer. Der Niederschlag 15 wurde koaguliert, das Filtrat mit Ammon- 
sulfat !/,-gesattigt, der Niederschlag 16 dargestellt. Das Filtrat des letzteren 
gab auf Halbsattigung mit (NH,).SO, noch einen Niederschlag, der aber 
auch nicht mehr ausreichte zur Reindarstellung. 

Das Filtrat der Globulinfaillung mit ' -gesattigtem Ammonsulfat 
war durch Sattigung mit MgSO, nicht weiter trennbar. Weiter wurde 
versucht, das Euglobulin und das Pseudoglobulin noch zu trennen. Das 
Euglobulin war durch Ansiuern mit dem Acetatpufter [10: 3, !/,-gesattigt 
mit (NH,),S0O,] nicht trennbar, dagegen war die wiisserige Lésung des 
Euglobulins trennbar durch Sattigung mit Kochsalz, der Niederschlag 
wurde [17] koaguliert, ebenso [18] das Filtrat. Analog war auch das Pseudo- 
globulin mit NaCl trennbar. Der Niederschlag 19 und das Filtrat 20 wurden 
dargestellt. 


Die Ergebnisse der Analysen (Tabelle II) bestatigten zunachst die 
Befunde der Tabelle I beziiglich der chemischen Differenzen der 2 Glo- 
bulin- und der 2 Albuminfraktionen. Weiter war es médglich, das 
Euglobulin und das Pseudoglobulin in je zwei chemisch verschiedene 
Fraktionen zu trennen, eine kochsalzfallbare und nicht fallbare Fraktion. 
Das durch Halbsattigung mit Ammonsulfat gewonnene Globulin war mit 
dem durch Sattigung mit MgSO, erhaltenen identisch. Bei Ansduerung 
des Euglobulinfiltrats ist ein Teil des Pseudoglobulins ausgefallen [8]: 
bei der Halbsattigung des Filtrats der letzteren Fraktion mit Ammon- 
sulfat fiel ein Gemenge von Pseudoglobulin und Saureglobulin aus: 
der niedrige Tryptophanwert von 1,0 lieB vermuten, dab das Saure- 
globulin auch noch trennbar sein muB. Die Niederschlage der NaCl- 
und KCl-Fallungen waren identisch; die Filtrate der NaCl-Fallungen 
lieBen sich mit Saure und Ammonsulfat in weitere Fraktionen trennen, 
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Tabelle Il. 





Ig enthalt 





= = =} 7. 
= 3 z Z 4 S AZ EZ 
Nr. Eiweifikérper = a = =| = = % S 
Oo 0, mg mg mg mg mg 
1 So a re 8,0 0,65) 9,0 9,6 28.0 62.5) 78.4 51,6 
(7,3) 
2 Enuglobulin ..... 34 1,0 (131 109 308 64.4 |113,0 70.0 
(7,3) 
3 Pseudoglobulin. .. . 2,8 0,7 7,1 | 11,7 31,7 | 88,2 |104,0 78,4 
(6,9) 
4 Saureglobulin .... i2 | 20 7,1 9.1 35.0 63.0°' 82.6 64.0 
(6,7) 
5 Saurealbumin .... 23 1,7 56, 98 37,5 74,6 91,7 64,0 
6 Mg-Globulin. .... 30 1,0 62, - - 
(6,7) 
7 =Mg-Albumin. ; 14 1,9 11,0 148 238 | 54,1 | 72,8 60.2 
8  Saure-P seudoglobulin ; 24 10 6,1 - _— 
9 Neutr. Pseudoglobulin . 24 07 54, - 
10  Saures —— 10 | 31 6,7 _ 
11 K Cl-Fallung . 36 611 61040 =~ — — 
(7,3) 
12. NaCl-Fallung : 35 08 57) — ~ - 
13 NaCl+ Ammonsulfat . 26 06 9,0 : = 
14 NaCl + Ammonsulfat . 
: Saure 1419 8,6 - 
15 NaCl + Saure Sa 21 1,0 66 | 123 82,2 | 55,1) 72,0 59,8 
16 NaCl + Saure + Am- 
monsulfat . . : 2,1 0,8 — —_ 
17 Euglobulin + NaCl . 39 O8 66 148 294 54,1 |104,1 72,8 
(7,3) 
18  kEuglobulinrest. .. . 26 06 7,0) - - _ 
(8,0) 
19 Pseudoglobulin + NaCl 8.1 | 0,6 | 7,5 || 12,3 | 38,1 | 31,3 | 79,7 | 60,0 
(8.0) 
20  Pseudoglobulinrest . . 26 05 | 8,1 98 28,1 41,1 | 74,8 50,0 
(8.0) 


entsprechend der Tatsache, daB durch NaCl nur ein Teil des Euglobulins 
und Pseudoglobulins fallbar ist. Die T'yrosinwerte nach Fiirth-Fischer 
zeigten keine ideale Ubereinstimmung; die Werte nach Zuwerkalow 
(in Klammern) sind glaubwirdiger und bestatigen die im Rinderserum | 
gefundenen héheren Tyrosinwerte der Globulinfraktionen. Auch inner- 
halb der Globulinfraktionen sind die Unterschiede nicht unwesentlich. 
Auch die Cystinwerte zeigten bei niedrigem Cystingehalt (unter 1 °,,) 
gewisse UnregelmaBigkeiten, die auf das rasche Verblassen der Farbe 
zuriickzufiihren sein diirften. Dagegen zeigten die 7'ryptophanwerte, 


25 * 


a A ce 
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die aus zwei bis drei Bestimmungen gewonnen wurden, stets gute 
Ubereinstimmung. 

Da auf Grund der Ergebnisse der Tabelle II die Vermutung vorlag, 
daB das Saureglobulin und vielleicht auch die beiden Pseudoglobuline 
noch weiter trennbar sind, wurden weitere Rinderseren verarbeitet. 


Rinderserum 3. 

Es wurden folgende Fraktionen dargestellt: 

1. Euglobulin, 2. Pseudoglobulin, 3. Saéureglobulin, 4. Saurealbumin, 
5. Euglobulin, NaCl-Niederschlag, 6. Euglobulin, NaCl-Filtrat, 7. Pseudo- 
globulin, NaCl-Niederschlag, 8. Pseudoglobulin, NaCl-Filtrat (sehr wenig!), 
9. Séurepseudoglobulin. Die Fraktionen wurden wie im Rinderserum 2 
dargestellt. 10. Das Pseudoglobulin wurde in '!/,-gesittigter Ammonsulfat- 
lésung gelést, gefallt mit der Acetatpufferlésung (10: 3), die ebenfalls mit 
Ammonsulfat !/,-gesattigt war. Das Filtrat 11 wurde ebenfalls dargestellt. 


Tabelle Ill. 





lg enthalt 





E = 7 “ 7 ' 
; |i s a | #7 | §7 
Nr. Eiweifkirper - ES < > z E 
ar) c mg mg mg mg mg 
1 | Euglobulin 2,8 0,5 7,8 | 28,2 63,9 | 83,7 | 63,6 
2. Pseudoglobulin . 1,9 | 0,5 8.9 344 63,5 80,0 63,0 
3 Saureglobulin 1,2 | 1,8 7,5 36,0 50,9 69,3 70,0 
4 Saurealbumin 2... i 21 | 1,8 | 18,4 | 40,1 | 56,0 | 68,2 | 78,4 
5 Euglobulin, NaCl-Niederschl. 34 0,77 - - - —— 
6 || Euglobulinrest....... | 2,5 | 0,6 . _ 
7 | Pseudoglobulin, NaCl-Nieder- 
> : es ee oe _ — 
8  Pseudoglobulinrest 12; — - — 
9 Saurepseudoglobulin .} 19) O8 } - - - - - 
10  Pseudoglobulin, Séurenieder- 
schlag pat. eae 19/06 — _ - — -- 
11 Pseudoglobulin, Saurerest 1,9 | 0,4 - - - 


Tabelle III bestatigt zunachst die Befunde der Tabelle II. Auf- 
fallend sind auch hier, wie in Tabelle II, die (allerdings nicht wesent- 
lich) héheren Werte des formoltitrierbaren Amino-N der Globulin- 
fraktionen, wahrend der nach van Slyke bestimmte Amino-N das 
umgekehrte Verhalten zeigt. Die durch Ansduerung getrennten Pseudo- 
globulinfraktionen erwiesen sich, wenigstens dem Tryptophangehalt 
nach, als identisch. 


Rinderserum 4. 


Fraktionen. 1. Euglobulin, NaCl-Niederschlag. 2. Euglobulinrest. 
3. Pseudoglobulin. 4. Pseudoglobulin, NaCl-Niederschlag. 5. Pseudo- 
globulin, NaCl-Rest. 6. Pseudoglobulin, Saureniederschlag. 7. Pseudo- 
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globulin, Saurerest. Die Fraktionen 1 bis 7 wurden wie bei Rinderserum 2 
bzw. 3 dargestellt. 

Das Euglobulinfiltrat wurde mit Ammonsulfat zu 5/,, gesittigt und 
der Niederschlag 8 (Pseudoglobulin I) dargestellt. Pseudoglobulin I wurde 
in Wasser gel6st und war durch Kochsalzsattigung weiter trennbar (Na (C1- 
Niederschlag 9; NaCl-Rest 10). 

Das Filtrat von 8 wurde mit Ammonsulfat halb-gesittigt, wobei Pseudo- 
globulin IT [11] ausfiel. 

Die durch Saurefallung erhaltene Pseudoglobulinfraktion [6] gab mit 
NaCl keinen Niederschlag mehr. 

Das Filtrat des auf dem iiblichen Wege gewonnenen Saureglobulins [12] 
wurde im Verhaltnis 10:2 mit gesiéttigter Ammonsulfatlésung versetzt; 
dabei fiel Saureglobulin IT aus [13]. Im Filtrat des letzteren befand sich 
noch das Séurealbumin [14]. 

Die Séureglobuline I und II wurden in ' ,-gesittigter Ammonsulfat- 
losung gelést und mit Acetatpuffer im Verhaltnis 10:3 versetzt. Dabei 
entstand keine Fallung. 


Tabelle 1V. 





A Cystin 
Nr. Eiweifikorper rryptophan (nach Folin) 
%Jo "lo 


1 Euglobulin, NaCl-Niederschlag . 3,1 0,58 (2,15) 
2 Euglobulinrest ........ 2.6 0,71 (1,8) 
3 Pseudoglobulin Sige dasomt of 2,7 0,84 

4 Pseudoglobulin, NaCl-Niederschlag 3,0 0,66 (1,9) 
5 Pseudoglobulinrest . ...... 2.4 0,91 (3,1) 
6 Pseudoglobulin, Saureniederschlag 2,6 0,85 

7 Saurerest 2.6 0,85 

8 ‘ ple Ors Es, Satay 2,6 0,67 

i] - I, NaCl-Niederschlag 2,8 09 

10 ‘ I, NaCl-Rest . 2,4 1,0 

11 Pseudoglobulin I]. . ..... 2.5 0,81 
12 Saureglobulin I. 1,2 1,4 (2,95) 
13 = | 0,85 1,6 (2,78) 
14 Saurealbumin 2.4 


1,1 


Wie aus Tabelle IV ersichtlich, ist es gelungen, die Saureglobulin- 
fraktion in zwei in bezug auf ihren Tryptophangehalt verschiedene 
Proteine zu trennen. Die weitere Trennung des Pseudoglobulins ist auch 
in diesem Serum nicht gelungen, da die Pseudoglobuline I und II sich 
als identisch erwiesen haben, ebenso wie die durch Saure getrennten 
Fraktionen des Pseudoglobulins. 


Vor kurzer Zeit haben Goldschmidt und Kahn (9) das Serumalbumin 
mittels Ammonsulfatfallung in drei Fraktionen getrennt; bei der Stickstoff- 
verteilung nach van Slyke hatte die Fraktion ITT (,,Albumin A** nach Kahn) 
5,7°, Histidin-N, wahrend die Fraktionen I und ITI keinen Histidin-N 
enthielten. Der Unterschied des Histidingehaltes wurde durch die kolori- 
metrische Bestimmung nach Kossel bestatigt, auBerdem fanden Goldschmidt 
und Kahn in der Fraktion IIT kein Tryptophan, gegen 1,1 bzw. 1,05°, in 








RI 
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den Fraktionen I und II (Methode nach Tillmans und Alt). Es ist bei den 
Versuchen allerdings bemerkenswert, da®B die Ausfallung der Fraktionen 
mit niedrigen Konzentrationen von Ammonsulfat (29 bis 41°) erfolgte; 
da Halbsattigung des Serums bei etwa 38°, Ammonsulfat eintritt, ge 
horen die Fraktionen I und II wahrscheinlich noch zu den (wasserléslichen) 
Pseudoglobulinen. Falls diese Annahme zutrifft, so beweisen die Befunde 
von Goldschmidt und Kahn die Verschiedenheit des Albumins und des 
Pseudoglobulins; wahrend die zwei Pseudoglobulinfraktionen anscheinend 
identisch sind. Unsere Tryptophanbestimmungen ergeben  ahnliche 
Resultate, wenn auch die absoluten Werte wesentlich héher sind. 


Rinderserum 5. 


Fraktionen. 1. Euglobulin + NaCl-Niederschlag. 2. Euglobulinrest. 
3. Pseudoglobulin I, NaCl-Niederschlag. 4. Pseudoglobulin I, Rest. 5. Pseudo- 
globulin IT. 6. SaureglobulinI. 7. Saureglobulin II. 8. Saurealbumin 
Die Fraktionen | bis 8 wurden wie oben dargestellt. 


Die Kochsalzniederschlage und Filtrate von Pseudoglobulin I waren 
mit Saure nicht trennbar. Pseudoglobulin II war mit Kochsalz nicht fallbar 
Das Filtrat des Pseudoglobulins wurde im Verhaltnis 10:5 mit gesattigter 
Ammonsulfatlésung gefallt, der Niederschlag (Albumin I 9) dargestellt 
Das Filtrat wurde weiter im Verhaltnis 10:2 mit der gesattigten Ammon- 
sulfatlésung gefallt, der Niederschlag (Albumin II 10) dargestellt. Im 
Filtrat des letzteren war Albumin III [11] enthalten. 


Tabelle V. 





Tryptophan Cystin 


Ni Eiweibkérper A 


1 Euglobulin + NaCl-Niederschlag . 3.4 42 
2 Euglobulinrest 2.6 1.0 
3 Pseudoglobulin i NaC L- Niederschiag 2.5 0,55 
4 a Rest ‘ 1,7 0,84 
5 T be ; 1,7 1,2 
6 Saureglobulin £ —_ 1,1 0,7 
7 A a 1,3 1,3 
s Saurealbumin 2,2 1,0 
9 Albumin I a siightta oot es ge 1,2 0,46 
10 en ee ng ee ae 1,1 0,92 
11 , 1,1 1,66 


Aus Tabelle V geht hervor, daB die Trennung des Albumins mittels 
Ammonsulfats weniger geeignet erscheint, in bezug auf den Tryptophan- 
gehalt chemisch verschiedene Fraktionen zu isolieren, als die Trennung 
mit der Ansduerung, bei welchem Verfahren stets das tryptophanreiche 
, Saurealbumin“ neben den zwei tryptophanarmen Saureglobulinen 
nachweisbar ist. Das Pseudoglobulin I] ist wahrscheinlich mit dem 
Rest des Pseudoglobulins identisch, das mit Kochsalz nicht fallbar ist. 


Zuletzt fassen wir in Tabelle VI die Tryptophanwerte der Eiweib- 
fraktionen aus den 5 Rinderseren nochmals zusammen. 
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Tabelle VI. 





Eiweibkorper Serum 1 Serum? Serums Serum 4 Serum 5 

|” ane aay eae eae 3,4 3,4 2,8 — 
ce + NaCl-Niederschlag . 3.9 3.4 3.1 3.4 
Euglobulinrest . eee Mar ee 2.6 2.5 2.6 2.6 

Pueniesteeelin . . . si. see 2.8 2.8 1,9 3,7 
a NaCl-Niederschlag . . 3,1 2.8 3.0 2,5 
Pseudoglobulinrest eri, -- 2.6 1,2 2.4 AB, 
SaureglobulinI. . . "Leen one 1,5 1,4 1,2 1,2 1,1 
- ee ee ee -- - 0.85 1,3 
Saurealbumin ... eset, ven Od 2,2 2.3 2,1 2.4 2.2 


Wie aus der Tabelle VI hervorgeht, sind die Tryptophanwerte der 
7 EiweiBfraktionen, deren weitere Trennung uns nicht gelungen ist, 
einigermaben konstant, wenn sie auch in gewissen Grenzen schwanken. 
Die einzige grobe Abweichung betrifft den Pseudoglobulin-NaCl-Rest 
des 3. Serums, der aber auch insofern ein abweichendes Verhalten zeigte, 
als er nur in sehr geringer Menge vorhanden war. Da das Euglobulin und 
das Pseudoglobulin ein Gemenge aus zwei chemisch offenbar verschie- 
denen Proteinen darstellen, darf es nicht wundernehmen, dab die Trypto- 
phanwerte nicht konstant sind; im gesteigerten Mabe gilt das fiir das 
.Serumglobulin’’ und das ,,Serumalbumin**, die ja aus vier bzw. drei 
verschiedenen Proteinfraktionen bestehen. Von reinem ,,Albumin** bzw. 
Globulin kann daher im chemischen Sinne nicht gesprochen werden, 
und es ist selbstverstandlich, daB je nach dem Mengenverhaltnis der 
diese EiweiBgruppen bildenden Fraktionen die chemischen und _ physi- 
kalischen Eigenschaften des ,,Albumins und ,,Globulins*: verschieden 
sein mussen. 

AnschlieBend an die Bestimmung der Aminosduren und der 
Stickstoffverteilung in den Proteinfraktionen haben wir nach dem 
Vorgang von Obermeyer und W illheim (7) den Aminoindex, das Verhaltnis 
der formoltritierbaren Aminogruppen zum Gesamt-N, untersucht, 
da nach Angabe dieser Autoren Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin 
dabei verschiedene Werte ergeben. Zu diesem Zwecke haben wir die 
Eiweibkérper aus Menschenserum in der oben angegebenen Weise 


Tabelle VII. 





Formol- 
Eiweiikorper titrierbarer N Gesamt-N Aminoindex 
mg-°/; mg-°, 9 
Kuglobulin + NaCl 4,2 114.8 27 
Euglobulinrest . 5,6 112.0 20 
Pseudoglobulin 7,0 137,2 19,6 
Saureglobulin 16,8 238,0 14,2 
Saurealbumin 1.4 25,2 18,0 


a ee ee ee 


390 A. Fischer u. A. Blankenstein: 


gefallt, im Apparat nach Fuchs salzfrei dialysiert, die ausgefallenen 
Globulinfraktionen in verdiinnter Kochsalzlésung aufgelést. Die 
Xesultate gibt Tabelle VII wieder. 

Die in Tabelle VIL wiedergegebenen Werte stimmen mit den 
entsprechenden Befunden von Obermeyer und Willheim gut iiberein; 
bemerkenswert ist der Unterschied zwischen den beiden Euglobulin- 
fraktionen sowie zwischen Saureglobulin und Saurealbumin. 


Die quantitative Verteilung der EiweiBfraktionen im Serum 
des Menschen. 

In der Erklarung der klinischen Serumeiweibreaktionen wird auf 
die Globulinvermehrung hingewiesen, worunter die Vermehrung des 
gesamten, durch Halbsattigung mit Ammonsulfat ausfallenden Eiweib- 
anteils verstanden wird. Da manche Ergebnisse der Tryptophan- 
bestimmung [l. c. (3)] mit der Annahme einer Globulinvermehrung in 
obigem Sinne nicht erklart werden konnten, war die Annahme nahe- 
liegend, dab unter pathologischen Verhaltnissen nur einzelne der Frak- 
tionen vermehrt sind, nicht das ganze Globulin. Der Ausfall der Trypto- 
phanbestimmungen spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir die 
Annahme, da unter gewissen pathologischen Verhaltnissen der 
kochsalzfallbare Euglobulinanteil besonders stark vermehrt ist. Um 
diese Frage zu klaren, war es zunachst erforderlich, das Mengen- 
verhaltnis der einzelnen Fraktionen im normalen Serum des Menschen 
festzustellen. 

Wir haben zunachst zwei Seren untersucht; es handelte sich um 
zwei Patienten mit Arteriosklerose und Hypertonie ; die Senkungsreaktion 
war normal; es waren auch sonst keine klinischen Zeichen einer ent- 
ziundlichen Allgemeinerkrankung vorhanden. 


1. Serum, 145 ccm. 





EiweiBkirper Gesamtgewicht °/,-Gewicht Tryptophan Cystin 
£ 4 O'o 0 0 
Euglobulin + NaCl- 

Niederschlag .. 1,079 0,75 2,8 0,71 
Euglobulinrest. . . 1,618 1,12 2.8 0,42 
Pseudoglobulin . . 2,04 1,40 2.1 0,63 
Saureglobulin .. . 5,51 3,80 0,9 1,0 
Saurealbumin .. . 0,12 0,08 2.1 _ 
GesamteiweiB . . . 10,367 7,15 _ _ 


Es war bemerkenswert, daB das Pseudoglobulin mit Kochsalz- 
sittigung nicht zu trennen war; auch fehlte die Fraktion Saure- 


globulin II. 
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2. Serum, 72 ccm. 





Eiweibkirper Gesamtgewicht 0) >-Gewicht rryptophan Cystin 
g g 
Euglobulin + NaCl- 

Niederschlag . . 0.3525 0,49 3,2 0.55 
Euglobulinrest. . . 1.1362 1,58 2,2 0,55 
Pseudoglobulin , 0,7276 1,01 1,6 0,84 
Saureglobulin . . . 3.0766 4,27 0,85 1,0 
Siurealbumin .. . 90,0182 0,025 -- 

GesamteiweiB . . . 5.3111 7,375 


Aus dem Vergleich beider Analysen ist ersichtlich, dab selbst unter 
anscheinend normalen Verhaltnissen die Verteilung der Kiweibfraktionen 
groben Schwankungen unterliegt. Diese betrugen bei dem kochsalz- 
fallbaren Euglobulinanteil 50 °,, bei dem Saurealbumin sogar viel mehr; 
doch ist bei der geringeren Menge des letzteren mit relativ groBen 
Verlusten zu rechnen. Die Verteilung der EiweiBbfraktionen im Serum 
unter pathologischen Verhaltnissen wollen wir in einer spiteren Mitteilung 
bekanntgeben. Ebenso miissen wir auch noch die Frage offenlassen, 
ob im Menschenserum das Pseudoglobulin und das Saureglobulin nicht 
weiter zu trennen sind. Die fiir praparative Zwecke bendétigten groBen 
Serummengen lassen sich vom Menschen wohl kaum beschaffen. 


Besprechung der Ergebnisse und Zusammenfassung. 

Im vorstehenden wurde versucht, die durch verschiedene Neutral- 
salzfallungen isolierten Fraktionen des Serumeiweibes mit den zu 
diesem Zwecke noch nicht angewandten kolorimetrischen Bestimmungs- 
methoden des Tryptophans, Cystins und Tyrosins zu _ identifizieren. 
Besonders hat sich die T'ryptophanbestimmung zu diesem Zwecke 
bewahrt, da die Methode sehr verléBlich ist und die Serumfraktionen 
grobe Unterschiede in ihrem Tryptophangehalt aufweisen (0,85 bis 3,9°.,). 
Auch die Cystin- und Tyrosinwerte der einzelnen Fraktionen zeigen 
grobe Verschiedenheiten, inbesondere die Cystinwerte. Die Unterschiede 
in der Stickstoffverteilung sind wohl zwischen Albuminen und Globulinen 
nicht unbedeutend, jedoch nicht groB genug, um zwischen den einzelnen 
, benachbarten**’ Fraktionen chemische Unterschiede mit Sicherheit 
aufzudecken. 

Obwohl die von uns nachgewiesenen Unterschiede des Gehalts der 
Fraktionen an drei Aminoséuren nur einen kleinen Bruchteil des Eiweib- 
molekiils erfassen, k6nnen wir doch fiir diese Differenzen keine andere 
Erklarung finden, als daB es sich um Unterschiede der chemischen 
Konstitution handelt, daB es sich bei den Fraktionen, die einen verschie- 
denen Gehalt von Tryptophan, Tyrosin und Cystin aufweisen, um 
chemisch differente EiweiBkérper handelt. In dieser Auffassung 
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wurden wir auch durch den Umstand bestarkt, daB die durch gleiche 
Fallungsmethoden erhaltenen Fraktionen der verschiedenen Seren gut 
iibereinstimmende, wenn auch in gewissen Grenzen schwankende 
Tryptophanwerte ergaben. 

Es ist durchaus méglich, daB bei Anwendung neuer, feinerer 
Methoden der EiweiBanalyse diese Befunde revidiert und erginzt werden 
miissen; es wird vielleicht méglich sein, mit neuen Methoden chemische 
Konstitutionsunterschiede zwischen Fraktionen festzustellen, die wir 
mit unserer verhaltnismaBig primitiven Methodik als identisch aufgefabt 
haben. Die grobe Methode der Untersuchung der Stickstoffverteilung 
gibt ja auch bei ,,benachbarten® Fraktionen nicht so grobe Ausschlage, 
um die feinere Verschiedenheit der chemischen Konstitution der 
SerumeiweiBkérper aufzudecken. Je feiner die Methode, um so mehr 
Aussicht besteht auf genaue Abgrenzung und Identifizierung der 
Serumproteine. 

Jedenfalls glauben wir, daB unsere Befunde es in hohem Grade 
wahrscheinlich machen, daB sowohl das Serumglobulin als auch das 
Serumalbumin ein Gemenge aus mehreren, chemisch-konstitutionell 
verschiedenen EiweiBkérpern darstellen. Auch die Ergebnisse der 
Untersuchungen des Aminoindex nach Obermeyer und Willheim (I. c.) 
sowie die Befunde von Barrenscheen und Messiner (l.c.) fiihren zu 
demselben Schlusse. 

Wir haben aus der Analyse zahlreicher, durch Kombination 
verschiedener Neutralsalzfallungen bei verschiedener Reaktion ge- 
wonnener Fraktionen den Eindruck gewonnen, da es 7 Fraktionen gibt, 
die nach unserer Methode als chemisch-differente Proteine angesprochen 
werden kénnen. Diese Fraktionen lassen sich aus ein und demselben 
Serum in folgender Weise darstellen: 

1. Sattigung des Serums zu 33 °,, mit Ammonsulfat. Der Nieder- 
schlag wird in Wasser gelést, mit NaCl gesittigt, der Niederschlag 
abfiltriert, wieder in Wasser gelést, koaguliert und gereinigt: er gibt das 
kochsalzfallbare Euglobulin (Euglobulin 1). 

2. Das Filtrat der Kochsalzfallung, koaguliert und gereinigt, 
gibt das Euglobulin I]. 

3. Sattigung des Euglobulinfiltrats zu 50°, mit Ammonsulfat. 
Der Niederschlag wird wieder gelést, mit NaCl gesattigt und getrennt in 
ein kochsalzfallbares Pseudoglobulin I und 

4. ein nicht fallbares Pseudoglobulin 11. 

5. Das Filtrat der Pseudoglobulinfallung wird im Verhaltnis 
10:3 mit einer Lésung versetzt, die aus gleichen Volumina normaler 
Essigsiure und Natriumacetat besteht und mit Ammonsulfat halb- 
gesittigt ist. Der Niederschlag ist das ,,Saureglobulin I‘ (Albumin /). 
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6. Das Filtrat der vorigen Fraktion wird im Verhaltnis 10:2 mit 
gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt. Der Niederschlag ist das 
, saureglobulin II** (Albumin 11). 

7. Das letzte Filtrat, koaguliert und gereinigt, enthalt das ,,Saure- 
albumin’ (Albumin ITI/). 

In dieser Weise lassen sich alle 7 Fraktionen bereits aus einer 
verhaltnismaBig geringen Serummenge darstellen und quantitativ 
bestimmen. Wie bereits erwihnt, enthalt das Serum vom Menschen 
anscheinend nicht die Fraktionen 4 und 6. 

Weitere Untersuchungen iiber die Konstitution der Serumeiweib- 
kérper sind zurzeit noch im Gange und werden spater veréffentlicht. 

| 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Fahigkeit 
der Vitamin-B-Bildung durch Bac. vulgatus (Fliigge) Migula und 
Bac. mesentericus (Fliigge) Lehm. et Neum. 


Von 
Martin Sehieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 1. Marz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Etwa vor Jahresfrist berichtete ich tiber eine neue einwandfreie 
Methode zum Nachweis der Bildung von Vitamin B durch Bac. vulgatus 
(Fliigge) Migula, die darauf beruhte, daB der Bazillus auf einem vitamin- 
B-freien kiinstlichen Futtergemisch geziichtet und dieses gut mit Bac. 
vulgatus bewachsene Gemisch dann ausschlieBlich an junge wachsende 
Ratten verfiittert wurde!. Die Ratten wuchsen bei dieser Ernahrung 
ausgezeichnet, ein sicherer Beweis dafiir, daB der Bac. vulgatus bei 
seinem Wachstum auf dem vitamin-B-freien Futtergemisch reichlich 
Vitamin B gebildet hatte. 

Es erschien nun interessant, auch weitere im Pansen der Wieder- 
kaiuer vorkommende Bakterienarten mit dieser neuen Methode darauf 
zu priifen, inwieweit sie an der dort ablaufenden Neubildung von 
Vitamin B beteiligt sind. Nicht minder verbreitet als der Bac. vulgatus 
kommt auf den natiirlichen Futtermitteln und damit im Pansen der 
Wiederkauer sein naher Verwandter, der Bac. mesentericus (Fliigge) 
Lehm. et Newm. vor. In Anbetracht der nahen Verwandtschaft mit 
Bac. vulgatus konnte auch von ihm eine Vitamin-B-Bildung erwartet 
werden. Untersuchungen hieriiber lagen noch nicht vor. Ich wahlte 
deshalb als nachsten Vertreter der Pansenflora den Bac. mesentericus 
zum Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Der benutzte Stamm des Bac. mesentericus war aus Silage heraus- 
geziichtet worden. Bei der Verimpfung dieses Stammes auf den fiir den 
Versuch mit Bac. vulgatus verwandten vitamin-B-freien Nahrboden 
(vitamin-B-freies kiinstliches Nahrungsgemisch fiir Ratten mit der sieben- 


1 M. Schieblich, diese Zeitschr. 207, 458, 1929. 
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fachen Menge Wasser verkocht) zeigte es sich, daB dieser Nahrboden dem 
Bac. mesentericus bei weitem nicht in dem Mabe zusagte, wie dem Bac. 
vulgatus. Das Wachstum war unbefriedigend, ja blieb teilweise véllig aus. 
Es gelang aber, ihn dann zu gutem Wachstum zu bringen, wenn das Nahr- 
substrat noch weiter mit Wasser verdiinnt wurde. Eine zehnfache Ver- 
diinnung erwies sich als ausreichend. Nach einiger Angewéhnung gelang 
es, innerhalb von 10 bis 14 Tagen gut bewachsene, zur Verfiitterung an 
Ratten geeignete Kulturen zu erhalten. Hatte der Bac. vulgatus auf dem 
vitamin-B-freien Nahrsubstrat rétliche, spater braun werdende Decken 
gebildet, so iiberzog der Bac. mesentericus den Nahrboden mit einer 
schmutziggelben Decke, die diinner als bei Bac. vulgatus war. Aber nicht 
nur die Oberflache, sondern das ganze vitamin-B-freie Kulturmedium 
nahm infolge der Durchwucherung mit dem Bac. mesentericus eine sechmutzig- 
gelbe Farbe an. Der Nahrboden bekam nun nicht wie bei Bac. vulgatus 
eine diimnbreiige Beschaffenheit, sondern behielt seine gallertartige Kon- 
sistenz etwa unverdndert bei, auch dann, wenn die Kulturen bis zu 
11, Monat gestanden hatten. Die Beimpfung von Fernbachkolben, deren 
Inhalt an Ratten verfiittert werden sollte, geschah natiirlich erst nach 
einer Reihe von Passagen auf dem gewahlten vitamin-B-freien Nahrboden. 
Wahrend der Geruch der fertigen Vulgatuskulturen nicht unangenehm 
aromatisch war, zeigten die Mesentericuskulturen einen unangenehmen 
leimartigen Geruch. Der py-Wert des Nahrbodens, der urspriinglich im 
sauren Bereich lag (py 6,2), wurde durch das Wachstum des Bac. mesen 
tericus ins alkalische verschoben. Der py-Wert der zur Verfiitterung ge- 
langenden Massen betrug 7,8. Bei dem Bac. vulgatus veranderte sich 
hingegen der py-Wert wenig, er stieg nur bis zu py 6,4 an, blieb also im 
sauren Bereich. 

Es erhielten nun drei junge Ratten (Nr. 6129 bis 6131), die mit 
einem Gewicht von 45, 49 bzw. 50g in den Versuch genommen wurden, 
nachdem sie bei vitamin-B-freier Ernahrung die typischen Symptome 
des Vitamin-B-Mangels zeigten, als alleinige Nahrung das mit Bac. 
mesentericus bewachsene kiinstliche Futtergemisch. Im iibrigen war 
die Haltung der Tiere dieselbe, wie in der erwahnten Arbeit beschrieben. 
Wie die beigegebenen Wachstumskurven zeigen, setzte zwar auch wie 
beim Bac. vulgatus sofort nach dem Futterwechsel Wachstum ein, 
doch war dieses nicht im entferntesten so gut, sondern ging wahrend 
der ganzen Versuchsdauer von 63 Tagen nur schleppend vonstatten. 
Die Futteraufnahme war, namentlich in Anbetracht der gréBeren 
Verdiinnung des Futters, nicht so hoch wie bei Bac. vulgatus. Sie 
schwankte zwischen 32 und 105g pro Tier und Tag, jedoch wurden 
die héchsten Werte nur selten erreicht. Bei Bac. vulgatus betrug 
sie bei siebenfacher Verdiinnung des Futters 50 bis 110g. Dab die 
geringere Futteraufnahme auf geringere Schmackhaftigkeit des mit 
Bac. mesentericus bewachsenen Futters zuriickzufiihren ist, ist nicht 
anzunehmen, da die Ratte nicht sehr wahlerisch ist und nach unseren 


Erfahrungen etwas unangenehm riechende Dinge sogar mit besonderer 
Vorliebe verzehrt. Die niedrigere Futteraufnahme spricht vielmehr 
auch wie das schlechte Wachstum und das ziemlich kiimmerliche 
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Aussehen der Ratten dafiir, dag dem Bac. mesentericus die Fahigkeit 
der Synthese von Vitamin B auf dem verwandten vitamin- B-freven Nahr- 
boden in viel geringerem Mape zukommt als dem Bac. vulgatus. 

Gegen diesen SchluB hatte man nun den Einwand erheben kénnen, 
da® die beiden Versuche nicht direkt zu vergleichen seien, da in dem 
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Abb. 1. 


einen Falle mit siebenfach, in dem anderen mit zehnfach mit Wasser 
verdiinntem Futtergemisch gearbeitet worden ist. Eventuell war die 
zehnfache Verdiinnung bereits zu groB, um die Aufnahme fir ein gutes 
Wachstum erforderlicher Futtermengen noch zu erméglichen. Es wurde 
aus diesem Grunde der Vulgatusversuch mit zehnfach verdinntem 
Futter wiederholt und gleichzeitig ein Kontrollversuch angesetzt, 
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bei dem das fiir die Zuchtversuche von Bac. vulgatus und Bac. mesen- 
tericus verwandte vitamin-B-freie kiinstliche Futtergemisch durch 
Zugabe von Trockenhefe (5°,,) auch hinsichtlich seines Vitamin-B- 
Gehaltes zu einem vollwertigen gemacht wurde. Die Trockenhefe 
wurde nach dem Sterilisieren zugesetzt, um eine Zerstérung des anti- 
neuritischen Faktors des Vitamins B zu verhiiten. Ferner wurde in 
Anbetracht des hohen EiweiBgehaltes der Trockenhefe der Casein- 
anteil des Futtergemisches von 20 auf 18°, herabgesetzt. 

Wie die Wachstumskurven der Ratten Nr. 6878, 6879 und 6881 
zeigen, bewirkte auch das zehnfach mit Wasser verdiinnte Futter- 
gemisch mit Bac. vulgatus bewachsen ausgezeichnetes Wachstum, 
das dem bei siebenfach verdiinntem nicht wesentlich nachstand. Die 
durchschnittliche Zunahme pro Ratte betrug bei siebenfach verdiinntem, 
mit Bac. vulgatus bewachsenem Futter in 30 Tagen 97,5 g, bei zehnfach 
verdiinntem 79g. Die durchschnittliche Zunahme pro Ratte bei mit 
Bac. mesentericus bewachsenem, zehnfach verdiinntem Futtergemisch 
betrug in 30 Tagen hingegen nur 16,3 g. Bei dem mit Trockenhefe 
erganzten zehnfach verdiinnten kiinstlichen Futtergemisch (Ratten 
Nr. 6876, 6877 und 6880) wurde innerhalb 30 Tagen pro Ratte eine 
durchschnittliche Gewichtszunahme von 86,3 g festgestellt, so dab 
also die von Bac. vulgatus gebildete Menge an Vitamin B als fiir 
praktisch optimales Wachstum ausreichend angesehen werden kann. 
DaB trotz der gréBeren Futteraufnahme bei Verabreichung von mit 
Bac. vulgatus bewachsenem, zehnfach verdiinntem Futtergemisch (die 
taglich pro Ratte aufgenommene Menge stieg von anfanglich durch- 
schnittlich 45 bis auf 190g an) das Wachstum etwas geringer war 
als bei dem zehnfach verdiinnten, mit Trockenhefe ergainzten Futter- 
gemisch (Futteraufnahme 50 bis 150 g), ist mit groBer Wahrscheinlichkeit 
darauf zuriickzufiihren, daB der Bac. vulgatus das Casein des Futter- 
gemisches zum Teil abbaute und die entstandenen Eiweibspaltprodukte 
fiir den Aufbau des arteigenen EiweiBes der Ratte eine geringere 
Wertigkeit besaBen. 

Aus den angefiihrten Zahlen geht einmal hervor, dab die Futter- 
aufnahme bei Verabreichung zehnfach verdiinnten, mit Bac. vulgatus 
bewachsenen Futters gegeniiber der bei Verfiitterung von siebenfach 
verdiinntem noch betrachtlich angewachsen ist, daB zum anderen 
Male aber die Futteraufnahme bei mit Bac. mesentericus bewachsenem 
Futtergemisch nicht so viel geringer ist, um allein das schlechte Wachs- 
tum zu erklaren. Es ist vielmehr die schon oben ausgesprochene An- 
nahme, da der Bac. mesentericus unter den gewahlten Versuchs- 


bedingungen nur geringere Mengen von Vitamin B als der Bac. vulgatus 
zu bilden imstande ist und daB sich die geringere Futteraufnahme 
wieder daraus erklart, als zu Recht bestehend anzusehen. Auch ein 
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gegeniiber dem Bac. vulgatus verstarkter Abbau des FuttereiweiBes 
als Ursache des geringeren Wachstums ist nicht anzunehmen, da, 
wie schon erwahnt, das Futtergemisch im Gegensatz zu Bac. vulgatus 
durch Bac. mesentericus fast nicht verandert wurde. Wohl aber besteht 
die Méglichkeit, daB die Gestaltung der Reaktion des Nahrmediums 
fiir die Menge des gebildeten Vitamins B von Bedeutung ist. Alkalische 
Reaktion, wie sie beim Wachstum des Bac. mesentericus auf dem 
verwandten kiinstlichen Futtergemisch eintrat, ist, wie friihere Ver- 
suche (Scheunert und Schieblich!) ergaben, in dieser Hinsicht als un- 
giinstig anzusehen. 
Zusammenfassung. 

Ein Vergleich der Fahigkeit der Vitamin-B-Bildung durch Bac. 
vulgatus (Fliigge) Migula und Bac. mesentericus (Fliigge) Lehm. et 
Neum. ergab, daB letzterer unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
mit dieser Eigenschaft in weit geringerem Mae ausgestattet ist. Die 
von Bac. vulgatus bei seinem Wachstum auf einem vitamin-B-freien 
Futtergemisch gebildete Menge von Vitamin B erwies sich als aus- 
reichend, um bei alleiniger Verabreichung des bewachsenen Gemisches 
an junge Ratten praktisch optimales Wachstum zu gewihrleisten. 


~ 


1 4, Scheunert und M. Schieblich, Liebigs Ann. 458, 249, 1927. 
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Uber den Phosphorgehalt des Blutes beim infektidsen 
Hiihnersarkom (Peyton Rous). 


Von 


Emmerich Haam und Richard Stéhr?. 


(Aus der IT. medizinischen Universitatsklinik Wien und dem Medizinisch- 
chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 3. Marz 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Frage, inwieweit eine innere Disposition fiir die Krebs- 
entstehung mabgebend ist, wurde in der letzten Zeit viel diskutiert. 
DaB eine solche bei der Krebsentstehung eine Rolle spielt, ist durch 
experimentelle Versuche geniigend bewiesen worden (Fiebiger). Der 
verschiedene Prozentsatz der positiven Ausbeute bei Impf- und Teer- 
carcinomen bei gleicher Technik und verschiedenem Tiermaterial abt 
auf eine Pradisposition mancher verwendeter Versuchstiere schlieBen 
(Mertens, Bloch, Dreyfuss, Itchikawa). Eine Reihe von Autoren glaubt 
mit Stahr und Elsner, daB bei manchen Krebsgeschwiilsten diese innere 
Disposition den Hauptfaktor darstelle, waihrend die auBere Reiz- 
wirkung nur ein mehr oder weniger nebensichliches Moment bildet; 
besonders fiir die Entstehung von Tumoren innerer Organe halt Elsner 
die Disposition fiir wichtiger als die gesteigerte Reizwirkung und weist 
auf die Anamnese solcher Fille hin, wo oft keinerlei Anhaltspunkte 
fiir eine gesteigerte Reizwirkung gegeben sind. Lewin halt mit Recht 
entgegen, daB wir iiber die Reizfaktoren des Intestinaltraktes und anderer 
innerer Organe sehr wenig unterrichtet sind, und fiihrt als Beispiel 
die von Blumenthal gefundenen Bakterien an, deren atiologische Be- 
deutung fiir das Carcinom eine sehr unklare ist. Doch auch er gibt 
die Wichtigkeit einer inneren Disposition fiir die Krebsentstehung zu. 

1 Diese Arbeit wurde an dem ,,Physiatric Institute‘t in Morristown, 
New Jersey (Direktor Dr. F. M. Allen), ausgefiihrt. Wir méchten uns an 
dieser Stelle gestatten, fiir die uns in freundlichster Weise zur Verfiigung 
gestellten Mittel aut das herzlichste zu danken. 
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Das Wesen dieser Disposition zu erfassen und ihr Zustandekommen 
zu erklaren, ist das Ziel zahlreicher experimenteller und klinischer 
Arbeiten gewesen, und wir verweisen diesbeziiglich auf das umfassende 
Referat von Lewin. 


Eine Gruppe von Autoren sieht mit Freund und Kaminer rein bio- 
chemische Vorgainge als den wichtigsten Faktor der Krebsdisposition an. 
Auch Grébly vertritt die Anschauung, daB rein chemische Vorginge die 
Grundlage der Geschwulstdisposition bilden. Er glaubt in der Stérung des 
Nucleoproteinstoffwechsels ein wichtiges Moment gefunden zu _ haben. 
Als leicht zugiingliche Zelle wahlt er die Blutzelle, deren Phosphorgehalt 
er im Phosphorquotienten zum Ausdruck bringt. Dieser wird erhalten, 
indem man den P,O;-Gehalt in 10ccem Blut (Phosphorzahl) durch die 
Millionen der Erythrocyten dividiert. Auf Grund seiner Untersuchungen 
iiber den Phosphorquotienten bei verschiedenen kranken und gesunden 
Personen kommt er zu der Annahme eines hypoplastischen, normalen und 


hyperplastischen Nucleoproteinstoffwechsels. Letzterer schafft eine 
wachstumsférdernde Disposition, welche bei Hinzutreten eines lokalen 
Reizes zur Krebsbildung fiihren kénne. Dieser ,,Status nucleohyper- 


plasticus“’ sei als eine konstitutionelle Grundlage maligner Tumoren an- 
zusehen. Diese ist beim Menschen gegeben, wenn der Phosphorquotient 
des Blutes iiber 3,17 ansteigt, wobei derselbe unabhangig von einer sekun- 
dairen Animie ist. Grébly zieht diese SchluBfolgerung aus der Untersuchung 
des Phosphorquotienten an 23 Fallen, wobei Krebstriger regelmaBig eine 
Erhéhung des Phosphorquotienten iiber 3,17 zeigen. 


Vor Grébly hatte BKeneke den Phosphorgehalt der Knochen bei Krebs- 
kranken untersucht und denselben erhéht gefunden. Auch Mereszewsky hatte 
sich eingehend mit der Frage des Phosphorstoffwechsels beim Carcinom 
befaBt, allerdings von einem ganz anderen Gesichtspunkt. Er erwartete 
eher eine Abnahme des Blutphosphors, da nach seiner Meinung durch die 
Neuproduktion von Krebszellen dem Blute Phosphor als Baustein der 
neugebildeten Zellen entzogen wird. Er fand auch eine Abnahme des 
Phosphors im Blute von Krebskranken, doch kam er, da diese Abnahme 
auch bei sekundarer Animie zu finden war, zu der Schlu®Bfolgerung, dal 
die Krebskrankheit keinen Einflu8 auf den Phosphorstoffwechsel habe. 
Grébly konnte nun zeigen, daB auch bei absoluter Abnahme des Phosphors 
im Blute der Phosphorquotient, den er als Ma8stab fiir den Phosphorgehalt 
der einzelnen Blutzelle annimmt, héher ist, als es der Norm entspricht, 
indem bei sekundarer Krebsanimie die Zahl der Erythrocyten starker 
sinkt als der Phosphorgehalt des Blutes. Vorschiitz hat die Angaben Grdéblys 
iiberpriift und im allgemeinen bestatigt. Nur fand er, daB auch beim Icterus 
simplex des Menschen der Phosphorquotient sehr hoch ist, was zu dia- 
gnostischen Irrtiimern fiihren kann. Nimmt man zur Bestimmung ge- 
waschene Blutkérperchen, so fallt nach Vorschiitz der Unterschied noch 
groBer aus. Zerner, der iiber 27 Falle berichtet, bestitigt ebenfalls die 
Befunde Gréblys. Wahrend aber beide letztgenannten Autoren in der 
Erhéhung des Phosphorquotienten lediglich ein diagnostisches Hilfsmittel 
sehen, welches bei der Differentialdiagnose zweifelhafter Falle gute Dienste 
leisten kann, glaubt Grébly aus seinen Resultaten auch den SchluB ziehen 
zu diirfen, daB eine Erhéhung des Phosphorquotienten der Erythrocyten 
ein primares dispositionelles Moment der Krebsentstehung darstellt. Sowohl 
er wie Vorschiitz und Zerner untersuchten nur Faille von einwandfrei fest- 
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gestelltem, oft schon sehr weit vorgeschrittenem Carcinom mit Metastasen- 
bildung, welche Fille unserer Meinung nach nicht geeignet sind, Probleme 
iiber die Krebsdisposition zu entscheiden. Die primiren Veranderungen 
einer bestehenden inneren Disposition sind hier von den sekundaren Er- 
scheinungen des entwickelten Carcinoms nicht mehr zu trennen. Um diese 
Frage eindeutig zu entscheiden, miiBte man bei einer groBen Anzahl ge- 
sunder Personen den Phosphorquotienten untersuchen und durch weitere 
klinische Beobachtung festzustellen trachten, ob bei Individuen mit er- 
héhtem Phosphorquotient in spéateren Jahren Krebs hiufiger auftritt als 
bei solechen mit normalem Werte. 


Wir versuchten, auf experimentellem Wege die Bedeutung des 
Phosphorstoffwechsels fiir die Krebsdisposition zu entscheiden. Der 
Gedankengang bei unseren Experimenten war, zu untersuchen, ob 
sich der Phosphorgehalt im Blute normaler Tiere nach Erzeugung 
eines Impfearcinoms andere. Als Versuchsobjekt wahliten wir aus 
technischen Griinden das Roussche Hiihnersarkom, da bei dem experi- 
mentellen Ratten- und Mausecarcinom die Kleinheit der Carcinom- 
trager Serienuntersuchungen im Blute unméglich machten. DaB wir 
berechtigt sind, aus den Untersuchungen am Rousschen Hiihner- 
sarkom vergleichende Schliisse auf die Biologie des Carcinoms tiberhaupt 
zu ziehen, geht aus den Ausfiihrungen J'ewtschldnders hervor. 


Bedenken, die infektiésen Hiihnertumoren (Peyton Rous) als 
Sarkome zu den echten Geschwiilsten zu zahlen, bestehen nicht mehr, 
seit die Ubertragung von Carcinom durch zellfreie Filtrate auch bei 
Saugetiertumoren gelungen ist (Gye, San Felice, Haagen, Rhoda Erd- 
mann). Die Ansicht, daB die Rousschen Hiihnersarkome echte Blastome 
und den menschlichen Sarkomen zumindest nahe verwandt sind, 
ist heute unter den Pathologen allgemein anerkannt (Aschoff, Sternberg). 


Auch Noeldecken, der die morphologischen Blutverainderungen beim 
Roussarkom studiert hat, kommt zu ahnlichen Resultaten wie die Autoren, 
die das Blutbild menschlicher Tumoren beschrieben haben. Er fand in 
seinen Untersuchungen an sechs Sarkomhiihnern regelmaBig das: Auftreten 
einer Andmie, welche alle Zeichen einer sekundaren trug. Er konnte aber 
nicht polychromatische und poikilozytotische Formen finden, wie sie 
Hirschfeld beim Carcinom der Ratten und Mause beschreibt. Die Erythro- 
cyten waren normal gestaltet und blaB, der Farbeindex meistens unter 1. 
Auch Baradulin vermiBte beim Sarkom des Menschen das Auftreten patholo- 
gischer Erythrocytenformen. Das weife Blutbild zeigte oft eine Ver- 
mehrung der Gesamtzahl] um das Zwei- bis Dreifache mit relativer Leuco- 
cytose. Noeldecken beschrieb auch pathologische Leucocytenformen, die 
denen von Kasarinow beobachteten Leucocyten mit Saponin vergifteter 
Vogel ahnlich sind. In der Zusammenfassung seiner Arbeit kam er zu dem 
SchluB, daB das Blutbild des Roussarkoms durchaus den Blutbildern beim 
Menschen- und Saugetierkrebs ahnlich ist. 


Im folgenden Abschnitt unserer Arbeit sei nun eine kurze 
Schilderung der von uns angewandten Versuchstechnik, sowie der 
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chemischen Methodik gegeben. Da Phosphoranalysen im Blute von 
Hiihnern unseres Wissens bis jetzt noch nicht veréffentlicht wurden, 
muBten wir erst durch eine Anzahl von Untersuchungen an normalen 
Hiihnern den Wert der Phosphorséure im Vollblut feststellen. Eine 
andere Schwierigkeit war auch in der geringen Blutmenge gegeben, 
die uns zu unserer chemischen Analyse zur Verfiigung stand. 


Die Hiihner, die bei den Versuchen zur Verwendung kamen, gehérten 
alle der in Amerika iiblichen Rasse der ,,;White Leghorn“ an. Es wurden 
ausschlieBlich ausgewachsene Hiihner zu den Experimenten verwendet. 
Diese wurden in einem groBen Raum gehalten, so da8 sie reichlich Luft und 
Bewegung hatten, und wurden mit Kornerfutter gefiittert. Nach ein- bis 
zweimaliger Voruntersuchung wurden sie mit frischem Sarkombrei geimpft. 
Das Impfmaterial stammte vom Stamme RES Nr. | und wurde uns durch 
die Liebenswiirdigkeit des Herrn Dr. Siugiura! aus dem Laboratorium des 
Memorial-Hospital in New York zur Verfiigung gestellt. Die Tumoren 
waren in unserem Laboratorium vor Beginn dieser Arbeit in acht Passagen 
geziichtet worden. Die Versuche wurden an zwei Serien von Hiihnern 
vorgenommen. Die erste Serie (Protokolle 61 bis 70) wurde mit Sarkombrei 
aus der neunten Passage, die zweite Serie (Protokolle 78 bis 85) aus der 
zehnten Passage geimpft. Das Impfmaterial wurde steril aus gut erhaltenen, 
nicht nekrotischen Teilen des Tumors gewonnen, in einer (jewebspresse 
gepreBt und mit physiologischer Kochsalzlésung im Volumenverhaltnis | : 10 
zu einer méglichst feinen Zellsuspension verrieben. Die Impfung erfolgte 
intramuskulair in den linken Musculus pectoralis der Hiihner. Es wurde 
lcem der Zellsuspension méglichst tief in den Muskel injiziert. Das Blut 
fur die Analysen wurde in gewissen Zeitabstiinden von ungefaihr einer 
Woche immer zu derselben Tageszeit und unter denselben Kautelen durch 
Punktion der Fliigelvene gewonnen. Es lieBen sich aber Haimatome und 
Nachblutungen nicht immer vermeiden. Durch Benutzung nicht zu kleiner 
Nadeln, durch Einfiihrung der Nadelspitze in der Richtung gegen den 
Blutstrom war es uns immer méglich, die fiir die Analyse notwendige Blut- 
menge zu erhalten. Das Blut wurde durch einige Kérner chemisch reinen 
Kaliumoxalats ungerinnbar gemacht und gleich der weiteren Verarbeitung 
zugefiihrt. Zugleich mit der Blutentnahme wurde auch ein Blutbefund 
gemacht. Es wurden die roten und weifen Blutkérperchen, der Himoglobin- 
gehalt des Blutes und die prozentuale Zusammensetzung des weifen Blut- 
bildes bestimmt. Um Fehlerquellen in der Blutzihlung zu vermeiden, 
wurden jedesmal vier Pipetten aufgestellt und der Durchschnittswert 
bestimmt. Die Zahlung der weiBen Blutkérperchen erfolgte nach der 
Methode von Ellermann und Bang, fiir welche die kehlerquellen nicht iiber 
6°, betragen sollen. Die Ausstrichpraparate wurden nach Wright gefarbt, 
und zur Differentialzihlung wurden 400 Zellen ausgezihit. Uber jedes 
Versuchstier wurde ein genaues Protokoll gefiihrt mit Schilderung des 
Wachstums des Tumors und Bemerkungen iiber den allgemeinen Zustand 
der Tiere. Nach Eingehen des Tieres wurde autoptisch die Ausbreitung des 
Tumors, seine (réBe und Beschaffenheit, sowie die Metastasenbildung 
untersucht und Stiicke fiir den histologischen Befund konserviert. Es 


1 Es sei uns an dieser Stelle gestattet, Herrn Dr. Siugiura fiir die 
freundliche Uberlassung des Materials unseren verbindlichsten Dank 
auszusprechen. 
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wurde von jedem Tumor eine genaue histologische Diagnose gemacht, 
welche jedesmal ziemlich einheitlich das charakteristische Bild des Rousschen 
Hiihnersarkoms ergab. 

Zur Bestimmung des Gesamtphosphors im Blute verwendeten 
wir die Methode von Benedict und Theis, deren Anwendbarkeit wir 
fiir diesen Zweck erprobt hatten. Die zu erwartenden hohen Phosphate 
machten eine Erhéhung der Konzentration des Standards von 0,025 
auf 0,05 mg Phosphor in 5cem erforderlich. Die Zulassigkeit dieser 
Erhéhung ergibt sich aus nachfolgender Tabelle. 


Tabelle 1. 


Standardhoéhe 15. 





Vorgel. Menge 


Phosphor Ablesung Gefunden Fehler 
mg 9 
0,06 12,5 0,06 0 
0,07 10,7 0,07 0 

0,08 9,5 0,07949 — 0.6 


Die Tabelle zeigt, daB die Reduktionskraft des Reduktionsmittels 
geniigend groB ist fiir Lésungen, die in 5 cem 0,06 bzw. 0,07 mg Phosphor 
enthalten. Erst bei 0,08 mg sind die Werte etwas zu niedrig. Bei allen 
Bestimmungen erfolgte die Ablesung zwischen 10 bis 15 (Standard- 
héhe 15), nur ein einziges Mal beobachteten wir eine Ablesung 9,2 
(Huhn 64, Test vom 27. September). Wegen der Méglichkeit einer 
Abnahme der Reduktionskraft der Reagenzien bei langerem Stehen 
stellten wir letztere jede Woche frisch her. Ferner untersuchten wir 
den EinfluB der zur Newmannschen Veraschung erforderlichen Schwefel- 
siure auf die Reduktion. Wir versetzten gleiche Proben von Phosphor- 
standard mit einer ansteigenden Zahl von Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure. Die Zugabe der Schwefelsaure erfolgte mit einer Pipette, 
bei der 5 Tropfen gleich 0,1 cem waren. Diese Pipette wurde auch 
spater bei der Newmannschen Veraschung verwendet. Das Ergebnis 
ist in der unten stehenden Tabelle veréffentlicht. 


Tabelle 11. 


Standardhoéhe: 15. 





0,05 mg Phosphor versetzt 


mit Tropfen H) SO, Ablesung Gefunden Fehler 
1 Tropfen 15 0,05 0 
2 6 15 0,05 0 
Big 15 0,05 0 
4 a 15 0,05 0 
5 a 15 0,05 0 


| 


5 Se = Rees 





g 
g 


404 E. Haam u. R. Stohr: 


Diese Tabelle zeigt, daB eine Zugabe von 0,1 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure die Reduktion nicht beeinfluBt. Bei allen Bestimmungen 
verwendeten wir Lésungen, die maximal 0,05ccm _ konzentrierte 
Schwefelsiure enthielten; dies erreichten wir dadurch, da wir die 
Blutproben anfangs mit je 5 Tropfen konzentrierter Schwefelsaiure 
und konzentrierter Salpetersiure versetzten. Die weitere Veraschung 
erfolgte mit Salpetersiure allein. Der Vorgang der Bestimmung des 
Gesamtphosphors sei nachstehend kurz mitgeteilt: 0,1 cem gut durch- 
gemischten Blutes wird in eine Pyrextube (s. Abb. 1) einpipettiert 
und die Pipette dreimal mit destilliertem Wasser nach- 
gespilt. Die abgebildete Tube bietet den Vorteil, daB 
sie sowohl fiir die Veraschung als auch im weiteren 
Verlauf der chemischen Analyse als MeBkolben ver- 
wendet werden kann. Dadurch werden Fehler, wie sie 
beim quantitativen Uberfiihren einer so geringen Fliissig- 
keitsmenge nie verhindert werden kénnen, vermieden. 
Das verdiinnte, himolysierte Blut wird, wie oben be- 
schrieben, mit konzentrierter Schwefel- und Salpeter- 
siure versetzt und mit einer kleinen Flamme _ iiber 











Marke %0c¢ einem Drahtnetz vorsichtig verascht. Es ist darauf 


zu achten, daB die Lésungen nach beendigter Ver- 

aschung absolut farblos sind. Auch eine nur sehr 

Abb. 1. schwache Gelbfirbung beeintrachtigt das Analysen- 
ergebnis. Nach erfolgtem Wegkochen der Stickoxyde 

fillt man zur Marke 10 mit destilliertem Wasser auf, mischt gut 
durch und verwendet 5 ccm zur Bestimmung. Mit diesen 5 ccm 
verfahrt man genau so wie Benedict und Theis mit den 5ccem des 
Trichloressigsaurefiltrats. Die Berechnung des Gesamtphosphor- 
gehaltes im Blute, ausgedriickt im Milligrammprozent, ergibt sich 
bei einer Einstellung des Standards auf 15 aus folgender Formel: 


15 . 0,05 . 2000 _ 1500 
Ablesung des Unbekannten Ables. 
15 = Héhe des Standards, 
0,05 = Starke des Standards, 
2000 = Umrechnungsfaktor auf Milligrammprozent. 


Zur Bestimmung des Phosphorquotienten nach Groebly wurde 
der Phosphorgehalt in P,O,-Werte umgerechnet. Wir méchten noch 
erwahnen, daB bei jedem Versuch drei bis vier Parallelbestimmungen 
durchgefiihrt wurden, die nicht mehr als einen oder héchstens zwei 
Teilstriche im Nonius bei der Ablesung differierten. 


Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Blutanalyse 
von drei gesunden Hihnern. 
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Tabelle ITI. 





Huhn Datum Erythroeyten Phosphor Phosphor- 
Nr. mg-°/, Quotient 
51 19. VIII. 3,11 128,2 9,43 

25. VIII. 2,97 124,0 9,55 

52 19. VIII. 2,95 121.9 9,46 
25. VIII. 3,10 129,7 9,58 

53 20. VIII. 3,67 153,1 9,55 
26. VIL. 3,62 147,1 9,30 

1. IX. 3,59 144.4 9,21 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB der Phosphorquotient im 
Blute der Hiihner konstant ist. Er betrigt im Durchschnitt 9,335 
und weist Schwankungen von héchstens 3°, nach jeder Seite auf. 
Vergleichen wir die Phosphorwerte der Hiihner mit den von anderen 
Autoren (Abderhalden, Vorschiitz, Boruttau, Jarisch, von Limbeck) ge- 
fundenen Werten bei Saéugetieren und Menschen, so ist deutlich er- 
sichtlich, daB der Phosphorgehalt der Erythrocyten beim Huhn ein 
bedeutend héherer ist. Es ist daran zu denken, daB die kernhaltigen 
Blutkérperchen der Végel einen héheren Nucleoproteingehalt besitzen. 
Der Blutbefund unserer Kontrollhiihner stimmte im allgemeinen 
mit den von Klieneberger und Karl, sowie von Ellermann und Bang 
angegebenen Befunden iiberein. Im folgenden Abschnitt geben wir 
einen kurzen Auszug der Versuchsprotokolle wieder, soweit es zur 
Diskussion der Resultate und der spater folgenden Tabellen not- 
wendig ist. 


Versuchsprotokolle (gekiirzt). 


Huhn Nr. 61 


15. September. Erster Blutbefund. 


18, oe Impfung mit Sarkombrei. 

2.Oktober. Tumor kirschgroB und hart. 

4. o Zweiter Blutbefund. 

8. - Starke Dyspnoe und schwankender Gang. Das Huhn wurde 
getotet. 


Dritter Blutbefund (aus dem Herzblut). 


Sektionsbefund. Etwa hiihnereigroBer, im Zentrum stark hamorrhagisch 
verfarbter und zerfallener Tumor mit gut erhaltener Rindensubstanz. 
Der Tumor durchbricht die Pleura und setzt zahlreiche Metastasen in 
Pleura, Herzbeutel und Lunge. 
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Tabelle IV. 





Blutbefund 


oe vw 


Erythro- 
cyten 


8. September. 





Leucocyten Lymphocyten 

a Leuco- . i Be a es ee Phos- 
g cytn ES &£ ia 2 a phor 
. a va Si rl e 

z= 2 allan uu c mg-9/o 
72 32000, 280 29 — 7,5 | 55,5 136,0 11,00 
73 30000) 225 3,0 0,5 10,0 | 64,5 | 126.0; 10,68 
70 36000) 305 8 -- 10,5 | 56,0 118,1 | 10,60 

Huhn Nr. 62. 

Erster Blutbefund. 
Mit Sarkombrei geimpft. 
Nichts palpabel. 
Zweiter Blutbetund. Ein erbsengroBer Knoten an der 


Impfstelle tastbar. L 

Dritter Blutbefund. Der Tumor ist eigroB und zeigt leichte 
Fluktuation. 

Der Tumor ist kinderfaustgroB. Das Huhn zeigt leichte 
Erscheinungen von Kachexie. 

Vierter Blutbefund. 


Starke Kachexie, das Huhn liegt auf dem Boden. 
Fiinfter Blutbefund. 


Sektionsbefund. FaustgroBer, stark nekrotischer Tumor, den ganzen 


linken Brustmuskel ergreifend. Keine Metastasen. 


Tablele V. 





Blutbefund 


Erythro- 
cyten 


2 700 000 
2 790 000 
2 850 000 
2 650 000 
2 600 000 





Leucocyten Lymphocyten bs 

= Leuco- A a a ee le Phos- 23 
3 | cytes a3 ee & beecis | 
a = 9 x mg-°/9 ad 
60 31000) 32,0 1,5 — 12 53,5 197,0 9,07 
65 46000 380 38 — 11 48.0  111,0 9,10 
70 42000) 555: 2,5 — 12 30,5 136,09) 10,92 
65 , 38000 705 1 0,5 10,5 | 18,0 119,0) 10,28 
66 | 41000 65,0 2 0,5 8,0 | 24,5 119,00) 10,50 


Huhn Nr. 63. 


. September. Erster Blutbefund. 


” 


. Oktober. 


” 


Geimpft mit Sarkombrei. 

Zweiter Blutbefund. Tumor krischgroB und weich. 
Dritter Blutbefund. Das Huhn ist stark kachektisch. 
Huhn tot aufgefunden. 








Blutbefund | 


wD 


in. 
Pe 


rhe 


oon Blutbefund | 








ler 


ite 


ite 











Phosphorgehalt des Blutes beim infektiésen Hiihnersarkom. 407 


Sektionsbefund. Relativ kleiner, kaum pflaumengroBer, stark nekro- 
tischer und haimorrhagisch infizierter Tumor. Zahlreiche Metastasen in 
Lunge und Pleura. 


Tabelle VI. 





Erythro- 
cyten 


Blutbefund 


2 700 000 
2 850 000 
2 850 000 


whNe 


10. September. Erster Blutbefund. 


19. 
24. 
27. ’ 


1. Oktober. 


”. 





Leucocyten Lymphocyten 

— Leuco- - 7 a ” +2) . =P aa? Phos- 
ma eyten Ss £= = & phor 

=| 3° 5. a |i mel 
70 | 25000) 24,0 3 115 | 61,5 107.0 9,07 
77 46000) 58,0 1 1,0 11,5 | 28,5 134,0 10,76 
73 | 57000) 62,0 05 - 75 | 30,0 1235, 9,69 

Huhn Nr. 64. 
{ 


Geimpft mit Sarkombrei. 

Kein Tumor palpabel. 

Zweiter Blutbefund. 

Tumor bohnengroB. 

Dritter Blutbefund. 

Tumor etwa kirschgroB8 und weich. 

Vierter Blutbefund. Huhn im stark kachektischen Zustande 
getotet. 


Sektionsbefund. Etwa kirschgroBer, weicher Tumor, der zapfenférmig 
in die Pleurahéhle hineinragt. Zahlreiche Metastasen in Pleura, Lunge und 


Peritoneum. 


Die Leber ist durchsetzt mit kleinen weiBen oder hiamor- 


rhagisch gefarbten Knoten. 


Tabelle VII. 





Erythro- 
cyten 


Blutbefund 


3 100 000 
2 800 000 
2 760 000 
2 460 000 


- Cobo 





Leucocyten Lymphocyten 

a | tel SCT ce pare i> 
C cyten = = = phot 

i 5 = mg-° 6 
75 | 32000 26,0 2,0 2.5 95 60,0 | 1191 8,79 
74 | 46000 48,5 3 10.5 38,0 163.0 13,32 
74 | 56000) 56,5 | 3,0 2 8,5- 30,0 | 118,0 9,78 
68 | 70000) 520) 25 —_ 95 18,0 | 109.0) 10,19 


Huhn Nr. 65. 


10. September. Erster Blutbefund. 


19. 
oF 


25. 
27. es 

5. Oktober. 
ll. Po 

12. 


Geimpft mit Sarkombrei. 

Kein Tumor tastbar. 

Zweiter Blutbefund. 

Dritter Blutbefund. Der Tumor ist kirschgroB. 

Vierter Blutbefund. Das Tier wird kachektisch. 

Fiinfter Blutbefund. Das Huhn wurde im stark kachekti- 
schen Zustande getétet. 


Sektionsbefund. EjigroBer, wenig zerfallener Tumor, keine Metastasen, 


408 


E. Haam u. R. Stoéhr: 


Tabelle VIII. 





Erythro- 


Blutbefund 


cyten 
1 | 2 820 000 
2 | 2700 000 
3 | 2900 000 
4 | 2 630 000 
5 | 2.700 000 


= Leuco- 
Ez cyten 

70 | 29000 
70 | 29.000 
70 | 36.000 


67 42000 
67 56000 





Leucocyten 


30 8E 1,5 
38 3.0 0.5 
36 4,5 0.5 
43 3,5 1,5 
60,5 3,5 -— 

Huhn Nr. 66. 


10. September. Erster Blutbefund. 


t 
. 
> 


Geimpft mit Sarkombrei. 


Tumor vielleicht angedeutet. 


Zweiter Blutbefund. 


Dritter Blutbefund. 


Lymphocyten 


grobe | 


— 
2 


_— 
Nw eoSS 


_ 
Crorororor 


Huhn ausgesprochen kachektisch. 
Zentrum weich. 


ae Phos- 
phor 


kleine 


mg-°/o 


54,5 120,0 
48,0 143,0 
48.5 128,0 
42.5 108,8 
65,0 114,0 


Phosphor- 
quotient 


9,74 
12,12 
10,10 

9,47 

9,66 


Tumor etwa pflaumengroB und hart. 
Tumor eigro8 und im 








14. * Huhn tot aufgefunden. 
Sektionsbefund. Im linken Pectoralis stark nekrotisch zerfallener, 
eigroBer Tumor. 
Tabelle IX. 

» Leucocyten Lymphocyten bw 
S_ Erythro- a Leuco- — 3. * ap é > | Phos- zs 
= cyten s cyten 5s £= = 2 & phor Zs 
= - —— os es = 2 = & 
— c= °& == 5 y= 0 _ 
= Z ey _ OL “ft mg-"/9 = 

1/}3100000 78 26000 27 2,5 -- 8,0 62,5 | 115.0; 8,49 
23200000 77 38000 36 1,5 1,5 7,0 54,0 | 139.0) 9,94 
3 2950000 75 42000 52,5 3,5 a 10,5 34,5 | 1120; 8,69 

Huhn Nr. 67. 





13. September. Erster Blutbefund. 
Geimpft mit Sarkombrei. 
BohnengroBer Tumor tastbar. 


20. ” 
26. ” 
28. ’° 


6. Oktober. 


Sektionsbefund. 
iibergreifend. 


Zweiter Blutbefund. 
Dritter Blutbefund. 


werden und speichelt aus dem Schnabel. 


Tumor apfelgro8 und fluktuierend. 
schwer kachektisch. 


Vierter Blutbefund (Herzblut des getéteten, schwer kachek- 


tischen Huhnes). 


Metastasen in Lunge und Pleura. 


Tumor pflaumengroB und hart. 
Huhn beginnt stark kachektisch zu 


Huhn liegt am Boden, 


Ausgedehnter, zerfallener Tumor, auf die andere Seite 








- one Blutbhefund | 


20. 
26. 


28. 


Met: 


Blutbefund | 


OD 








m 


At 
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Tabelle X. | 
= Leucocyten Lymphocyten ee ; 
= Erythro- 4 Leuco- "S ng + ¥ ta err’ aay oy Phos i) 
= cyten s cyten f= Es oo a ~ pho ze i 
s . ed Le = = ® == 
= Aaa = ™ ae i x mg-9/» £* | 
1 3300000 80 32000 32 4 1 6.5 54,5 | 135.2 9,38 . 
2 3200000 76 40000 42 4,5 2 9,5 42,0 | 152.0 10,87 H| 
3 2900000 74 57000 73,5 1,5 - 6,0 19,0 | 108.0 8,52 
4 3250000 78 44000 68 0,5 0.5 9.5 21,5 | 125,0 8.80 

Huhn Nr. 68. 

13. September. Erster Blutbefund. ) 
20. os Geimpft mit Sarkombrei. 
26. Tumor als kleines Knétchen tastbar. 
28. ie Zweiter Blutbefund. Tumor kleinkirschgroB und weich. 
2. Oktober. Dritter Blutbefund. Das Huhn ist plétzlich schwer krank ) 
und kann kaum atmen, am Abend eingegangen. 

Sektionsbefund. Der Tumor ist weich, kirschgroB, keine Metastasen. J 

Tabelle XI. | 
> Leucocyter Lymphoeyten be | 
> Erythro- a Leuco- i ey Stipa: Uae Phos- =e | 
= cyten c cyten E= a & phot zs 
FE] , es = © os 
= Po v4 z mg-9/9 ) 

1 }3390000 80 35000 24 3 _ 15.5 57,5 | 124.0 8,37 
2 3250000 79 32000 28 1,0 1,5 7.5 62,0 | 132.0 9,29 
3 '|3200000 80 68000 35,5 1.5 0,5 8.0 34.5 | 167.6 11.99 

Huhn Nr. 69. 
15. September. Erster Blutbefund. 
20. Geimpft mit Sarkombrei. 
26. Kein Tumor nachweisbar. 
28. es Zweiter Blutbefund. Tumor deutlich als bohnengroBe, harte 
Geschwulst fiihlbar. 
4. Oktober. Dritter Blutbefund. Tumor sehr weich und griinlich verfiarbt. 
Huhn stark kachektisch. 
5. a Vierter Blutbefund (aus dem Herzblut des getéteten 
Tieres). 
Sektionsbefund. KinderfaustgroBer, stark zerfallener Tumor mit 
Metastasen in Lunge und Pleura. 
Tabelle XII. 

. Leucocyten Lymphocyten Ln 

= || Erythro- | = | Lenco- | 2. 72.17... a = Phos- = £3 
a cyten 3 cyten S= == 5= = = phor nS 

s ? == z= ss = . == 
= z = = = mS & So z mg-°/» ~~ 

1 38300000 89 36000 25 2 12,5 605 1381,6 9,13 
2 3200000 80 28000 28 2.5 3,5 11,0 | 55,0 | 152.3 = 10,89 
38 2900000 75 42000 40 3,5 2.5 6.5 47,5 115,0 9,08 
4 2850000 76 48000 45 0,5 — 85 45,5 112.0 8,99 





} 
: 
; 
“ 
‘ 
i 
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Huhn Nr. 70. 


6. September. Erster Blutbefund. 


13. 

20. 

26. 

28. = 
4. Oktober. 
6. 
8. 

10. 


Zweiter Blutbefund. 

Geimpft mit Sarkombrei. 

Kein Tumor tastbar. 

Dritter Blutbefund. 

Tumor etwa pflaumengroB und hart. 

Vierter Blutbefund. 

Tumor faustgroB, starke Kachexie. 

Fiinfter Blutbefund aus dem Herzblut des sterbenden 
Huhnes. 


Sektionsbefund. FaustgroBer, stark zerfallener Tumor, nekrotisch, das 
Sternum stark nach rechts vordringend, keine Metastasen. 


Tabelle XIII. 





Erythro- 
eyten 


Blutbefund 


2 930 000 


16. Oktober. 
22. 
30. 


. 


4. November. 


Leucocyten Lymphocyten eS 
= Leuco- af = T @ ; “on “ © * Sis Phos- =: 
- cyten =f te 2 5 phor z= 

2 ae & x mg-°/9 lhl 





70 | 29000) 285 | 2,5 7,5 61,0 | 120,0 9,37 
70 | 25000 32 3,5 — 8,5 56,0 | 121,0 9,29 
74 | 30000) 37 2,5 — 10,5 50,0 | 152,0 11,22 

1,5 1,5 12,0 | 33,0 | 90,9 8,67 
) 


68 49000 52 
69 | 52000) 485 Of - 10,0 50,0 98,7 9,61 


Huhn Nr. 78. 


Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei geimpft. 
Zweiter Blutbefund. 

Dritter Blutbefund. Tumor als kleines Knétchen palpabel. 
Tumor eigroB und weich. Huhn stark kachektisch. 


Sektionsbejund. GroBer zerfallener Tumor im linken Pectoralis, keine 


Metastasen. 


Tabelle XIV. 





Erythro- 


Blutbefund 


eyten 
1 | 3140000 
2 | 3 100 000 
3 || 2 960 000 


16. Oktober. 
22. 

24. 

28. a 
30. ” 














Leucocyten Lymphocyten bos 
ae ae en es +g Ger ee See Phos- Zt 
Z cyten ES | ss | 3 | & | peor &% 

z = S =e a7 = mg-°/ o 
80 382000 25 3,5 - 8,0 63,5 || 122.2 8,91 
80 35000 37,3 1,5 0,5 85 52,0 | 12338) 9,12 
78 | 42000 485 0,5 — 10,0 41,0 | 1240 9,79 


Huhn Nr. 79. 


Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 
Zweiter Blutbefund. Kein Tumor palpabel. 

Kein Tumor palpabel. 

Ein kleines Knétchen palpabel. 

Huhn sterbend gefunden. Dritter Blutbefund. 





Blutbefund | 


oO 


16. 
i 
22. 
24. 


29 


die 
Per 


Blutbefund | 


LE 


Crm c 


-~1 


star 
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Sektionsbefund. Diffuse Enteritis (Todesursache), der Tumor ist bohnen- 
groB und hart, keine Metastasen. 


Tabelle XV. 











> Leucocyten Lymphocyten ao 
s - . euiiptionnegens y os 
S _Erythro- = Leuco- pe . “a © © Phos- — 
= eyten s eyten Ss $= 2 & phor “'S 
c: 2 aS & = mg-°/ 9 iid 
1 3 160000, 74 29000) 33 4.5 1,5 9 52,0 | 1282 9,28 
2}2940000 69 36000) 48,5 7,5 — 7,5 425 1163 9,05 
3 ||2810000 72 57000) 50 3 0,5 8 38,5 | 121.9; 9,93 
Huhn Nr. 80. 
16. Oktober. Erster Blutbefund. Abends geimpft mit Sarkombrei. 
eo Zweiter Blutbefund. 
22. Kein Tumor tastbar. j 
24. Dritter Blutbefund, kein Tumor tastbar. 
29. i Tumor bohnengroB, deutlich fiihlbar. 
1. November. Vierter Blutbefund. Tumor kirschgroB. 
4. Tumor eigroB. Huhn ist kachektisch und speichelt. 
8. Fiinfter Blutbefund. Huhn liegt am Boden, ist schwer 


kachektisch und speichelt. Tumor ist weich. 
9. “ Huhn am Morgen tot aufgefunden. 
Sektionsbefund. Stark zerfallener und nekrotischer Tumor, eigroB und 
die Brustwand durchdringend. Zahlreiche Metastasen in Lunge, Leber und 
Peritoneum. 


Tabelle XVI. 








= Leucocyten Lymphocyten bw 

$ || Erythro- = Leuco- Sey pS hia BE RE es 7 Phos- =e 

3 eyten r. eyten =m Ss — a A= phor “2S 

= = = ae be - mg-9/o at 

1 3340000) 81 30000) 32 2,0 -— 10,5 | 55,5 || 129,7 8,87 

2 3150000 80 382000) 485 3 ~~ 8,5 40,0 126.6 9,20 

3 2680000 68 48000/ 72 15 | 05 | & | 21 || 125,0| 10,67 

4 2720000, 69 66000) 69,5 0,5 - 6,0 24 121.0 10,78 

5 2860000 71 72000) 54 2,5 1,5 95 38,5  118,0 9,43 

Huhn Nr. 81. 

16. Oktober. Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 

18. = Zweiter Blutbefund. 

25. - Tumor als kirschgroBe Geschwulst deutlich palpabel. 

26. a Dritter Blutbefund. 

2. November. Tumor eigro8 und im Zentrum weich. 

3. a Vierter Blutbefund. 

6. - Fiinfter Blutbefund. Starke Kachexie. Tumor schlapp. 
Haut gangranés verfarbt. 

rs % Huhn am Morgen tot aufgefunden. 


Sektionsbefund. FaustgroBer, stark zerfallener Tumor, das Sternum 
stark nach rechts verdrangend. Metastasen in Lunge und Mediastinum. 
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Tabelle XVII. 
> Leucocyten Lymphocyten as 
7 Erythro- 3 Leuco- | £. | € io ie eee Phos- 4: 
2 ge | 52/28) & | 3 ime) Eo 
1 38320000, 84 28000 26 4.5 — 85 61 142.9 9,82 
2 2970000 76 | 31000 40 2,5 0,5 6,5 50,5 | 131,6 10,14 
3 2640000) 68 | 48000) 58,5 1,5 0,5 9,0 , 30,5 | 1163) 10,08 
4 2720000) 68 | 59000 70 1,0 1,5 7 20,5 | 129,38 10,88 
Huhn Nr. 82. 
16. Oktober. Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 
18. Zweiter Blutbefund. 
26. ea Dritter Blutbefund. 
2. November. Tumor eigroB. 
5. 6 Vierter Blutbefund. Huhn ist stark kachektisch und liegt 


” 


am Boden. 


Fiinfter Blutbefund. 
Sektionsbefund. Tumor etwa eigroB und stark zerfallen. 


stasen in der Leber. 


Tabelle XVIII. 


Das Huhn liegt in Agonie. 
Kleine Meta- 








Leucocyten 





Lymphocyten 








€ Erythro- a Leuco- ; 3 AR : eae as BE Phos- Zé 

= cyten 2 cyten | £3 s= a= 3 = phor z § 

= | 2e = ae Sb = mg-°/o E - 

1 3030000 78 28000 25 2,5 1,5 8 63 133,5 10,08 

2 2930000 78 32000) 265 7,5 2,0 7,5 | 61,5 1283, 10,01 

3 2810000 76 40000 44 2 — 9 45 122.9 10,01 

4 2940000 78 70000) 685 | 1,5 1,5 | 10 27,5 | 1429; 11,12 

5 3060000 81 52000 | 52 1,5 0.5 | 11,5 | 34,5 | 185.1; 10,10 

Huhn Nr. 83. 

16. Oktober. Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 
20. Zweiter Blutbefund. 
28. om Dritter Blutbefund. Tumor krischkerngroB. 

3. November. Tumor etwa pflaumengroB8 und sehr weich. Huhn ka- 

chektisch. 
5. Vierter Blutbefund. Huhn im kachektischen Zustande 
getotet. 
Sektionsbefund. Tumor etwa eigroB, stark verfarbt und zerfallen. 
Tabelle XIX. 

| r Leucocyten Lymphocyten bw 

= crythro- = seuco- pa & a Phos- aé 
Z| “eyen” 3 | ‘cyte | £2 | S| ge | & | g | who | Fe 
Z | | BR | gt | 42] | OS limon] BF 

1 3300000, 82 28000) 28 3 1,5 | 11 66,5 1304 9,04 
2 3120000; 81 | 36000) 325 25 _ 12,5 | 52,5 | 1181 | 8,66 
3 3100000 80 | 382000) 54 2 — 11 33 || 183,9 = 9,89 
43000000) 80 35000) 485 O05 05 105 495 107.9 8,23 
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. Oktober. 


20. 
24. 
28. 


3 


. November. 


~I or 


Sektionsbefund. 


Zweiter Blutbefund. 


Huhn Nr. 84. 


Erster Blutbefund. 
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Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 


Kein Tumor tastbar. 
Dritter Blutbestand. 
Tumor als kleiner Knoten tastbar. 
Vierter Blutbefund. 
Fiinfter Blutbefund. 
kachektisch. 


Tumor kirschgroB. 


Huhn 


sehr 


krank, 


aber 


nicht 


PflaumengroBer Tumor, AbszeBbildung unter dem 











Fliigel. Kleine Abszesse in der Leber. 
Tabelle XX. 
Leucocyten Lymphocyten bw 
€ || Erythro- = Leuco- || 4. 7 2. 1 =. oe == 
Z| “cyten = 3 cyten || ES S$ | £ | phor | $3 
E: ] = & = mg-9/o a> 
1 2880000 76 32000 31 2 2,5 85 56 119,6 9,50 
2 2670000) 70 | 48000) 32,5 4,5 1,5 9 52.5 109.5 9,39 
8 2650000) 70 | 70000) 58,5 1,0 1 11 27,5 | 1183) 10,22 
4 2710000 70 65000) 60 0,5 1 12,5 26 116,3 9,82 
5 2680000) 70 | 68000 56 1,5 1 12 30,5 | 115,4 9,85 
Huhn Nr. 85. 
16. Oktober. Erster Blutbefund. Abends mit Sarkombrei iiberimpft. 
‘7. Zweiter Blutbefund. 
22. Kein Tumor tasthbar. 
24. Dritter Blutbefund. Tumor als kleiner Knoten nachweisbar. 
27. s Tumor wichst rasch. 
1. November. Vierter Blutbefund. 
5. Huhn ist schwer kachektisch und speichelt. 
, & Fiinfter Blutbefund. WHuhn schwer kachektisch, liegt am 


Sektionsbefund. 
wand durchdringt. 


Boden. 


Tumor faustgroB und sehr weich. 


FaustgroBer, stark zerfallener Tumor, der die Brust- 
Metastasen in Lunge, Pleura, Peritoneum und Leber. 


Tabelle X XI. 





Blutbefund 


Erythro- 
cyten 


3 480 000 
3 250 000 
2970 000 
2 800 000 
2 960 000 


Sahli 


SSSae 
orp mom 


Leuco- 
cyten 


33233 





Leucocyten 

E2 £2  ¢s 
Es 2 ae 
ie |e 
29,5 | 2 3,5 
28 3,5 _ 
45,5 1 1,5 
72,5 1 
69,5 1,5 0,5 


| 





Lymphocyten 


grobe 





kleine 


Phos- 
phor 


mg-°/9 


122,9 
117,7 
127,1 
119,1 
115,7 


Phosphor- 
quotient 
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Zum Zwecke einer besseren Ubersicht folgt in einer Tabelle die 
Zusammenstellung der wichtigsten Verinderungen im chemischen und 
morphologischen Verhalten des Blutes der Versuchstiere. In der ersten 
Kolonne ist die Differenz zwischen dem Phosphorquotienten des 
normalen Tieres und dem héchsten Werte des Sarkomtieres angegeben. 
Die Zahlen bedeuten die durch Subtraktion der beiden Quotienten 
erhaltenen Differenzwerte. In der zweiten Reihe der Tabelle ist eine 
Veranderung der Erythrocytenzahl in Prozent der Erythrocyten der 
Normaltiere angegeben. In der dritten Reihe endlich sind die wesent- 
lichsten Verainderungen im weiBen Blutbild verzeichnet. Eine Ver- 
mehrung der Gesamtzahl der Leucocyten ist ebenfalls in Prozent 
des Normalwertes ausgedriickt, die Verdinderungen in der relativen 
Zusammensetzung des weiBen Blutbildes wurden durch die Differenz 
der Prozentzahlen vor und nach der Uberimpfung ausgedriickt. In 
einer letzten Reihe endlich sind besonders wichtige Anmerkungen 
aus den Versuchsprotokollen tiber die Ausdehnung des Tumors und 
seine Metastasenbildung verzeichnet. 








Ver- Veriinderung des weifen 
_— anderung Blutbildes 
Huhn osphor- | des roten Anmerkung 
quotient | Blutbildes | Gesamtzahl | Leucocyten 
Nr. 0 0 0 0 %9 
61 + 0,59 — 15 + 50 + 6 Metastasen in Lunge und Pleura, 
Tumor wichst schnell. 

62 + 1,85 —_ + 30 + 36 

63 + 1,70 - + 100 + 38 Metastasen in Lunge und Pleura, 
Tumor wichst schnell. Tier lebt 

kurz. 
64 + 453 — 20 + 100 +. 26 Metastasen in Lunge, Pleura, Leber 
und Peritoneum. 

65 + 2,38 — + 100 + 30 

66 + 1,45 + 100 + 25 Tumor wichst langsam. 

67 + 1,49 — 12 + 30 +. 36 Metastasen in Lunge und Pleura. 

Tumor wachst schnell. 

68 +. 3,62 — + 100 +11 Siehe spitere Diskussion. 

69 +. 1,76 12 + 30 + 20 Metastasen in Lunge und Pleura 
Tumor wichst schnell. Kurze 

Lebensdauet 

70 + 1,93 — 20 +- 100 + 20 

78 + 0.88 + 100 + 23 Tumor wichst schnell. 

79 + 0,65 — 10 + 100 + 27 An Enteritis eingegangen. 

80 + 1,91 —15 + 100 +. 22 Metastase in Lunge, Leber, Pleura 

und Peritoneum 

81 +1,06 | —20 + 100 + 44 Metastase in Lunge. 

82 + 1,04 —_ +. 100 + 27 Vereinzelt. klein. Lebermetastasen 

83 + 0,85 ~- + 25 4+. 20 

84 + 0,83 — + 100 + 25 Sekundire Infektion der lmpfstelle. 

85 + 1,71 — 20 + 100 + 40 Metastasen in Lunge, Leber,Pleura, 


Peritoneum und Milz. 


Bevor wir die Versuchsresultate diskutieren, miissen wir noch die 
Befunde dreier Versuchstiere besprechen, deren Krankheitsverlauf 
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aller Wahrscheinlichkeit nach durch das Hinzukommen _ anderer 
Faktoren gestért war und deren Befunde daher nur mit Vorsicht ge- 
wertet werden diirfen. 


Tier Nr. 79 ging wihrend der Beobachtungszeit an einer akuten 
Enteritis zugrunde. Zu dieser Zeit war der Tumor erst bohnengroB und zeigte 
keine Metastasenbildung. Die Sektion des Darmes ergab eine hochgradig 
geschwollene und hamorrhagisch verfairbte Schleimhaut des Diinn- und 
Dickdarms mit fliissigem, miBfarbigem Darminhalt. Bei Tier Nr. 84 kam 
es zu einer Infektion der Impfstelle mit nachfolgender allgemeiner Sepsis. 
Der Tumor erwies sich bei der Sektion als eitrige zerfallene Masse; es kam 
zur AbszeBbildung und zu phlegmonésen Verainderungen im ganzen subku- 
tanen Zellgewebe bis zu den Fliigeln; in der Leber wurden zahlreiche 
stecknadelkopfgroBe Abszesse gefunden. Bei Tier Nr. 68 blieb der relativ 
friihe Tod des Tieres unerklart. Der Sektionsbefund ergab einen weichen, 
nur kirschgroBen Tumor ohne Metastasenbildung. Die inneren Organe 
zeigten keinen pathologischen Befund. Das Huhn war innerhalb 4 Tagen 
unter den Zeichen groBer Schwiche, Abmagerung und Kachexie erkrankt 
und unter dyspnoischen Erscheinungen eingegangen. Eine Erklarung fiir 
den Tod des Tieres konnte aus der Sektion nicht gegeben werden. 

v. 5 . . . . . 

Wie aus der Ubersichtstabelle ersichtlich ist, kommt es bei allen 

¥ ' F . oak iis 
Tabellen nach der Uberimpfung mit Sarkombrei in der Zeit von der 
Impfung bis zum Tode des Tieres durch den entwickelten Tumor zu 
einer Erhéhung des Phosphorquotienten. Diese betrigt 0,59 bis 
4,53 Einheiten, was einer Erhéhung um etwa 6 bis 50°, gegeniiber 
der Norm entspricht. Die durchschnittliche Erhéhung betragt 1,64 Ein- 
heiten oder 15 bis 17°,. Durch wiederholte, oft fiinf- oder sechsmalige 
Untersuchung des Blutes der Versuchstiere gelang es uns, Kurven 
zu erhalten, welche klarlegten, daB die Erhéhungen des Phosphor- 
quotienten oft nur voriibergehende waren. Im allgemeinen konnten 
wir bei unseren Versuchstieren hinsichtlich des Verhaltens des Phosphor- 
quotienten zwei Gruppen unterscheiden. Die erste Gruppe umfabt 
die Tiere Nr. 62, 63, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 80, 82, 83, 84, 85; diese zeigen 

alle eine ahnliche Kurve wie die unten abgebildete. : 
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Abb. 2. Huhn Nr. 65. 


Hier steigt der Phosphorquotient kurz nach der Uberimpfung 
rasch an, um dann im Verlauf der weiteren Erkrankung wieder zu 
sinken. Wahrend Tier Nr. 62, 63, 82, 84, 85 den Ausgangswert des 
Phosphorquotienten nicht mehr erreichen, wird dieser bei Tier Nr. 65, 
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67, 70 und 83 gegen Ende des Versuchs niedriger, als der Norm ent- 
spricht. Das charakteristische Moment im Verlauf dieser Kurve ist, 
daB diese ein Maximum mit einem auf- und absteigenden Schenkel 
aufweist; das Maximum liegt in der ersten und zweiten Woche nach 
der Uberimpfung. Fast zwei Drittel unserer Versuchstiere weisen 
diese Kurve auf. 

Im Gegensatz zu den vorerwahnten Tieren zeigen die Hiihner 
Nr. 78, 79, 81 und 68 eine Kurve, wie wir sie unten abgebildet finden. 
Diese weist nur einen aufsteigenden Schenkel auf; der Tod der Tiere 
erfolgt im Maximum des Phosphorquotienten. 
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Abb. 3. Huhn Nr. 68. Abb. 4. Huhn Nr. 61. 


Sehr lehrreich scheint uns Huhn Nr. 61 zu sein, das einer besonderen 
Besprechung bedarf. Die Kurve des Phosphorquotienten hat hier, 
wie die Abbildung zeigt, den Verlauf einer geraden Linie. 


Wenn wir aber die Zeitdifferenz in Erwigung ziehen, die zwischen 
der letzten Untersuchung vor der Uberimpfung und der ersten Unter- 
suchung nach der Uberimpfung liegt (die Blutentnahme gestaltete 
sich bei dem Tiere besonders schwierig und mibgliickte einige Male), 
so finden wir einen Zeitraum von 20 Tagen. Auch bei anderen Tieren, 
z. B. bei Tier Nr. 69, wiirden wir, wenn wir die Untersuchungen in so 
groBen Zeitabstanden vorgenommen hatten, gleiche Werte des Phosphor- 
quotienten und als Kurve eine gerade Linie erhalten haben. Wir kénnen 
aber aus einem Vergleich mit den anderen Tieren vielleicht annehmen, 
daB es auch bei Tier Nr. 61 wahrscheinlich im Verlauf der Erkrankung 
eine Periode mit erhéhtem Phosphorquotienten vorgekommen sein 
mag, wie bei Tier Nr. 65, 66, 67 usw., diese aber durch das grobe Zeit- 
intervall zwischen den einzelnen Untersuchungen tibersehen wurde. 
Wir besprechen diesen Fall deshalb besonders, weil uns solche Vor- 
kommnisse eine haufige Quelle widersprechender Angaben zu sein 
scheinen. Ein Vergleich des Verhaltens des Phosphorquotienten mit 
dem roten und weifSen Blutbild der Hiihner wihrend der Erkrankung 
laBt keine gesetzmaBigen Zusammenhange erkennen. Ebenso kénnen 
wir auch aus dem Verhalten des Phosphorquotienten keinerlei Schliisse 
auf den Verlauf der Krankheit, die GréBe der Tumoren und ihre Meta- 
stasenbildung ziehen. 
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Die Animie, die wir in unseren Fallen beobachten konnten, trat 
nur in 50°, der Versuchstiere auf und auch da iiberschritt die Ver- 
minderung der roten Blutkérperchen nicht 20°, des Anfangswertes. 
Die Anamie tragt durchwegs den Charakter der sekundaren, mit einem 
Farbeindex unter 1. Die roten Blutzellen selbst sind morphologisch 
wenig verandert. 


Die weifen Blutkérperchen erfahren fast durchwegs eine Ver- 
mehrung um 30 bis 100°, des Normalwertes. In ihrer prozentualen 
Zusammensetzung kommt es im Verlaufe der Erkrankung immer zu 
einer relativen Leucocytose; die neutrophilen Leucocyten erfahren eine 
Vermehrung um 50 bis 60°,. 


Ein Vergleich des morphologischen Blutbefundes mit den Proto- 
kollen der Versuchstiere laBt erkennen, dab alle animisch gewordenen 
Hiihner mit Ausnahme von Tier Nr. 70 Metastasenbildyng zeigen. 
Besonders bei Tier Nr. 64 und 85 (beides Tiere mit relativ starker 
Aniamie) finden sich ausgepragte Metastasen in Lunge, Pleura, Peri- 
toneum und Leber. Umgekehrt haben von 9 Tieren mit Metastasen- 
bildung nur zwei keine starkere Animie. Die Leucocytose bei den 
Hiihnern mit Roussarkom ist in der Literatur bekannt und unsere 
Befunde decken sich mit den Befunden von Noeldecken. Pathologische 
Zellformen konnten wir nicht beobachten. Wir halten die Vermehrung 
der Leucocyten fiir eine rein sekundire Erscheinung, hervorgerufen 
durch den Zerfall und die Sekundarinfektion des Tumors. 


Durch Serienuntersuchungen an Tieren mit Impftumoren konnte 
demnach eine Erhéhung des Phosphorquotienten nach der Uberimpfung 
sowie charakteristische Verinderungen im morphologischen Blutbilde 
nachgewiesen werden. Diese Erhéhung des Phosphorquotienten erwies 
sich in 60°, der Falle nur als voriibergehend und das Maximum der 
Erhéhung lag meist in der ersten bis zweiten Woche nach der Uber- 
impfung mit Tumorbrei. Nur bei einem Drittel der Versuchstiere kam 
es zu einem Ansteigen des Phosphorquotienten gegen Ende der Er- 
krankung und diese gingen mit hohem Phosphorquotienten ein. Ohne 
einstweilen eine Erklarung fiir dieses chemische Verhalten des Blutes 
geben zu wollen, kénnen wir doch bereits sagen, da} unsere Befunde 
nicht geeignet sind, die Theorie Groeblys —- der Erhéhung des Phosphor- 
quotienten als Zeichen einer nukleohyperplastischen Konstitution eine 
dispositionelle Bedeutung fiir die Krebsentstehung zuzuerkennen 
zu unterstiitzen. Im Gegenteil scheint uns durch unsere Befunde be- 
wiesen, daB diese Anderung im Phosphorgehalt des Blutes von Tumor- 
tragern wohl nur als Folge und nicht als Ursache der Tumorbildung 
aufgefaBt werden kann. Ob es sich hierbei um eine Reaktion des Orga- 
nismus handelt, die als Abwehr- oder Shockreaktion anderen ahnlichen 
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Reaktionen des Koérpers auf auBere Reize gleichzustellen ist, oder ob 
es sich hierbei um eine durch den Tumor selbst bedingte pathologische 
Verainderung im chemischen Haushalt der Zelle handelt, geht aus 
unseren Versuchen nicht hervor. Das rasche Ansteigen des Phophor- 
quotienten nach der Uberimpfung und der Befund eines hohen Blut- 
phosphors bei relativ kleinem, noch wenig ausgebreitetem Tumor 
scheint uns fiir erstere Auffassung zu sprechen. Die Erhéhung des 
Phosphorgehaltes im Blute der Tumorhiihner lieB sich von uns in 100 °,, 
der Fille beobachten. Auf Grund dieses Befundes unserer experimentellen 
Untersuchungen miissen wir Vorschiitz beipflichten, der in diesem che- 
mischen Verhalten von Tumortragern ein fiir die Differentialdiagnose 
maligner Tumoren wichtiges Moment erblickt und die Bestimmung 
des Blutphosphors zu diagnostischen Zwecken empfiehlt. Besonders 
der in unseren Versuchen beobachtete friihe Anstieg des Phophor- 
quotienten bei oft noch kaum nachweisbarem Tumor scheint uns fiir 
die Verwendbarkeit dieser Reaktion zu sprechen — vorausgesetzt, 
daB Analogieschliisse zwischen den Befunden an _ experimentellen 
Impftumoren und echten malignen Geschwiilsten gezogen werden diirfen. 
In einer spaiteren Mitteilung wollen wir iiber Untersuchungen an mensch- 
lichen Tumortraégern und besonders an sogenannten Krebsfamilien 
berichten. 


SchluBfolgerungen. 


1. Beim infektiésen Hiihnersarkom (Peyton Rous) tritt regelmabig 
eine Erhéhung des Phosphorquotienten im Blute der Hiihner auf. 

2. Diese zeigt starke UnregelmaBigkeiten und verschwindet oft 
gegen Ende der Erkrankung. 

3. Die Erhéhung des Phosphorquotienten steht in keinerlei Be- 
ziehung zum Verlauf der Erkrankung oder zum morphologischen 
Blutbild der Hihner. 

4. Die Erhéhung des Phophorquotienten im Blute von Tumor- 
trigern kann bei unseren Versuchen nicht als Ausdruck einer Tumor- 
disposition aufgefaBt werden. 
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Die Verteilung von Ergosterin in tierischen Geweben 
nach seiner Verfiitterung. 


Von 
Irvine H. Page. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Beim Studium der Verteilung des Ergosterins (Vigantol) nach 
seiner Verfiitterung bekommt man nicht nur Kenntnis von dem Stoff- 
wechsel dieser wichtigen Substanz, sondern auch einen Einblick, wie 
sich die anderen Sterine unter ahnlichen Verhaltnissen verteilen. Medi- 
zinisch ist dies nicht nur wichtig in bezug auf die bekannte spezifische 
Wirkung der bestrahlten Substanz auf Rachitis, sondern auch be- 
ziiglich der Wirkung, die Ergosterin auf den VerkalkungsprozeB haben 
kann, wo immer dieser auch stattfindet. Man denkt natiirlich an die 
Verkalkungsprozesse im Gehirn, den Arterien und Nieren. 


Rosenheims (1) glanzende Arbeit tiber Ergosterin hat uns eine 
spezifische Farbenreaktion fiir diese Substanz geliefert. Wir haben 
versucht, diese Reaktion quantitativ zu gestalten und sie auf die Analyse 
der Gewebe zu iibertragen. 


Theorie der Reaktion. 


Rosenheim zeigte, daB Ergosterin, in Chloroform gelést, beim Hinzu- 
fiigen einer gesattigten wiasserigen Lésung von Trichloressigsiure oder 
Chloralhydrat zunachst eine kirschrote Farbe gibt, die dann rasch in ein 
klares Blau iibergeht. Der erste Teil der Reaktion, nimlich das Auftreten 
der roten Farbe, geschieht bei gewéhnlicher Temperatur und wird von 
keiner anderen bekannten Substanz gegeben, ausgenommen die Sterine, 


die eine 41!.2-Bindung besitzen. Chloralhydrat und Trichloressigsaure 


geben mit Allocholesterin und Allositosterin diese unmittelbare Rotfarbung. 








Wir 
daB 
Stel 
der 
unt 
jeff 
mit 
dem 
sucl 
Lag 
binc 
daB 
gebe 
schl 
drei 
in d 
Erg 
ist, 

Wer 
eine: 
allm 
dabe 
dazi 
blau 
er d 


fiir « 
vorg 
starl 
diese 
Infe )] 
geno 
stoff 
bilde 


gut 1 
Zwei 
hinz 
fiir | 
Syst 
sich 
Dest 
daB 
athy 
Ergo 
einer 
der 

so d 
werd 














I. H. Page: Verteilung von Ergosterin in tierischen Geweben. 421 


Windaus (2) zeigte, daB HCl Cholesterin in Allocholesterin verwandelt und 
da®8 dabei eine Verschiebung der Doppelbindung von Cg—7 zur C)_2- 
Stellung vor sich geht. Dies zeigt, daB die sofortige Rotfarbung direkt von 
der Al1,2-Doppelbindung abhangig ist. Rosenheim hat auch andere Sterine 
untersucht und gezeigt, daB die Reaktion wirklich spezitisch ist. Tschuga- 
jeff (3) wies im Jahre 1900 nach, da8 Trichloressigsiure mit Cholesterin und 
mit anderen ungesittigten Sterinen eine rote Farbe gibt, jedoch erst nach 
dem Erhitzen. Heilbronn, Morton und Sexton (4) schlossen aus ihren Ver- 
suchen iiber Cholesterilen, daB eine der Athylenbindungen in diesem dieselbe 
Lage wie im ¥-Cholesten haben miisse, welches vermutlich eine Doppel- 
bindung in derselben Stellung hat wie das Allocholesterin. Rosenheim fand, 
daBB sowohl Cholesterilen als auch yv-Cholesten eine intensive Rotfirbung 
geben, wihrend w-Cholestan dies nicht tut. Heilbronn, Morton und Sexton 
schlossen aus dem Ultraviolettspektrum des Cholesterilens, da8 von den 
drei Doppelbindungen Ges Ergosterins zwei dieselbe Lage einnehmen wie 
in diesem. Deshalb diirfen wir annehmen, daB die blaue Farbe bei der 
Ergosterinreaktion dem Einflu8 der dritten Doppelbindung zuzuschreiben 
ist, und die Spezifitat der Reaktion scheint daher geniigend begriindet. 
Weiterhin ist zu erwihnen, daB einige Tropfen Formalin zu der roten Phase 
eines Trichloressigsiure-Allocholesteringemisches hinzugefiigt, die Farbe 
allmahlich in Rotviolett iiberfiihrten. Cholesterin reagiert ahnlich, nur da 
dabei Erhitzen notwendig ist, wie Golodetz (5) gezeigt hat. Im Gegensatz 
dazu verhindert Formaldehyd jedoch beim Ergosterin die Bildung der 
blauen Phase oder, wenn er zu der blauen Phase hinzugefiigt wird, schwicht 
er die Farbe und bringt sie zum Verschwinden. 

Rosenheim hat auf Grund dieser Befunde eine allgemeine Erklarung 
fiir die chromogenen Eigenschaften der Sterine vorgeschlagen. Der Primar- 
vorgang besteht in der, Isomerisierung des Sterins unter dem EinfluB einer 
starken Saure, wobei ein Isomeres mit einer A!,2-Bindung entsteht. In 
diesen Verbindungen trigt das Kohlenstoffatom C, eine Doppelbindung. 
Infolge seiner Lage an der Verkniipfungsstelle zweier Ringe wird an- 
genommen, daB es eine ahnliche Eigenschaft hat wie das dreiwertige Kohlen- 
stoffatom im Triphenylmethyl und wie dieses gefirbte Carboniumsalze 
bildet. 


Die Reaktion mit Chloralhydrat ist fiir quantitative Zwecke nicht 
gut verwendbar wegen der Langsamkeit der Farbenentwicklung und weil 
zwei Schichten gebildet werden, wenn eine gesattigt wasserige Lésung 
hinzugefiigt wird. Die Chloroform-Trichloressigsiurereaktion schien 
fiir unsere Arbeit viel besser geeignet, da die Trichloressigsiure das 
System homogen macht und die Entwicklung der Farbe schnell vor 
sich geht. Die Farbe ist jedoch nicht so bestimmt, wie wir wiinschten. 
Deshalb versuchten wir eine groBe Zahl von Lésungsmitteln und fanden, 
daB Dichlorithylen eine geeignetere und tiefere Farbe gibt. Dichlor- 
aithylen ist wie Chloroform ein ausgezeichnetes Lésungsmittel fiir 
Ergosterin. Es sei hier bemerkt, daB die Reaktion sehr stark von 
einem passenden Lésungsmittel abhingt. Die Farbe ist beziiglich 
der Entwicklungszeit von der Konzentration der Saéure abhangig, 
so daB diese in allen quantitativen Versuchen konstant gehalten 
werden muB. 


q 











422 


I. H. Page: 


Experimentelles. 


DaB die Farbe der Reaktion sehr von den Lésungsmitteln abhangt, 
ergibt sich aus der folgenden Tabelle. Es wurden 0,8 mg Ergosterin 
+ leem Lésungsmittel' + |! cem gesattigte Trichloressigsiurelésung 


in Wasser angewandt. 


Tabelle I. 


EinfluB des Lésungsmittels auf die Farbreaktion. 





Lésungsmittel 


Methylathylketon 
(noch einmal destilliert) 


Dichlorathylen 
Pentan 


Paracymol 
Cyclohexanol 
Tetralin 
Paraldehyd 
Butylalkohol 
Epichlorhydrin 
Athylenglykol 
Tetrachlorkohlenstoff 
Dibutylphthalat 
Acetessigester 
Trichlorathylen 
Athylenglykol-mono-methylather 
Athylenglykol-mono-athylather 


Diatbylenglykol-mono-butylather | 


Athyl-oxybutyrat 


Farben 


hellblau 
(spatere Untersuchungen zeigten, dab diese 
Farbe von einer Verunreiniguog herrihrt, da 
eine sehr reine Probe, die uns Herr Geheimrat 
Wieland giitigst iiberlieb, keine Farbe gab) 
rosa —> griinblau —> rotviolett 
rosa —> saure Schicht blau, Pentanschicht 
farblos 
hellrosa —> schwach gelbrosa 
rosa —> schwach blaugriin 
tiefgelb 
farblos 
” 


” 


schwach "gelbgriin 
farblos 


schwach gelblich 
schwach gelb 


” ” 


” 


Es ist daraus klar ersichtlich, daB die Reaktion vollkommen von 

der Wahl des richtigen Lésungsmittels abhingt. Von allen versuchten 

Mitteln gab Dichlorithylen die intensivste Farbung und war zur 

kolorimetrischen Bestimmung weit besser geeignet als die anderen. 

Es sei erwahnt, da8 Chlor enthaltende Lésungsmittel die beste Farben- 

reaktion geben. Man kann jedoch nicht sagen, daB die Ionisierungs- 

fahigkeit des Lésungsmittels mit der Farbenentwicklung parallel geht. 

Die Farbe hangt von der Konzentration der anwesenden Saure ab. 

Es schien wiinschenswert zu untersuchen, welchen EinfluB die Saure 
selbst auf die Erzeugung der Farbe hat. Deshalb wurden verschiedene 


der Trichloressigsiure ahnliche Sauren untersucht. 


Die Ergebnisse 


finden sich in folgender Tabelle. 


! Die kauflichen Lésungsmittel wurden zur Reinigung je einmal 
destilliert. 
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Tabelle II. 


Ergebnisse beim Variieren der Saéure bei der Ergosterinfarbenreaktion. 





Suure a aera 
Essigsaure 1,86 . 10-5 ganz schwach gelb 
Monochloressigsaure 1,55. 10-8 lang-am entwickeltes Rotviolett 
Dichloress'gsaure 5.0 .10-2 rasch entwickeltes Tiefgriin 
Trichloressigsaiure 2.0.10! (T = 18°) i. es Tiefrotviolett 
Monobromessigsaure 1,38. 10-8 mabig griin 
Dibromessigsaure _— tief blaugriin 
Tribromessigsaure — schwach grin 
Monojodessigsaure 7,5.10-¢ rot —> tiefgriin 
Acetanhydrid — negativ 
Salzsiure — griin 


Cholesterin gibt mit den obigen Sauren keine Farbenreaktion. 


Eine Erscheinung mu8 noch erwaihnt werden, namlich, daB mit 
Ausnahme der Trichloressigsiure und Monojodessigsiure bei den 
angewandten Konzentrationen keine rote Phase beobachtet wurde. 
Dies ist in der Tat ungewohnlich, da diese Phase mit Trichloressigsiure 
sehr scharf ist. Wir wollen jedoch damit nicht behaupten, daB bei 
anderen Konzentrationen keine rote Phase mit obigen Sauren entsteht. 
Weitere Untersuchungen werden nétig sein, um diese Frage zu _ be- 
antworten. Im allgemeinen kann man sagen, dab die Geschwindigkeit 
und die Starke der Farbenentwicklung mit der Dissoziationskonstante 
der Saure parallel geht. Man darf jedoch nicht behaupten, dab die [H*] 
allein fiir die Reaktion verantwortlich ist, denn, obwohl HCl eine 
ziemlich gut entwickelte griine Farbe gibt, geben H,SO, und HNO, eine 
ganz andere Farbe. Anscheinend begiinstigt die Gegenwart von Halogen 
im Sauremolekiil die Farbendifferenzierung. 

Wir haben gefunden, da8 Ergosterin in einer Verdiinnung von 
0,025 mg per Kubikzentimeter nachgewiesen werden kann. Man sollte 
sich jedoch daran erinnern, daB wir gegenwartig keine gute Priifung 
fiir die Reinheit des Ergosterins haben. 

Organextrakte geben oft die anfangliche fiir Sterine charakteristische 
Rotfarbung, ohne jedoch die eigentliche Ergosterinreaktion zu zeigen. 
Dies ist besonders bei Knochenextrakten auffallend. Da sowohl nicht 
Ergosterin enthaltende Gewebe als auch reines Cholesterin, gleichgiiltig, 
ob sie nach unserer Methode mit kalter starker KOH behandelt sind 
oder nicht, beim Hinzufiigen von Trichloressigsiure farblos bleiben, 
nehmen wir an, daB die oben erwaihnte Reaktion durch betracht- 
liche Mengen von Sterinen mit A'’-Bindung hervorgerufen wird. 
Cholesterin selbst gibt die sofortige Rotfirbung, wenn es einige 
Zeit mit starker Lauge gekocht wird. Diese Frage ist noch naher 
zu untersuchen. 
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Das Problem der Unterscheidung von bestrahltem und un- 
bestrahltem Ergosterin ist natiirlich héchst kompliziert. Es ist sicher, 
daB wir leicht zwischen den beiden Stoffen mit Hilfe der Farben- 
reaktion unterscheiden kénnen, aber den bestrahlten Anteil quantitativ 
zu bestimmen scheint aus dem Grunde unmdglich, weil kurze Be- 
strahlung eine hellgriine Farbe hervorruft, langere Bestrahlung jedoch 
diese Farbe allmahlich in schwach gelb verwandelt. Dies geschieht in 
jedem Fall, ob nun die Bestrahlung in einer evakuierten oder offenen 
Quarzréhre vorgenommen wird. Wenn man Ergosterin mit 60°. iger 
Natronlauge zur Trockne eindampft, so ist ebenfalls eine schwache 
Neigung vorhanden, die Farbe nach dem Griinen zu verschieben. Wenn 
man Ergosterin jedoch in einem Trockenschrank bei 65° C 30 Minuten 
lang trocken erhitzt, andert sich die Farbe nicht. 


Methodisches. 


Die in den Versuchen verwendeten Gewebe stammten von Ka- 
ninchen, welche ziemlich groBe Mengen von bestrahltem Ergosterin 
(Vigantol, Merck) mit Hilfe des Magenschlauches erhalten hatten. Ge- 
nauere Angaben sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich. 





Gesamtmenge Foi seans 
Raninchon des verfutterten der Fitterung | Tagesdosis 

Nr. mg Tage mg 
2206 730 105 10 
2229 255 55 5 
2272 270 36 7 
2223 240 46 5—10 
2203 440 136 5 
2225 245 49 5—10 
2202 420 111 5 
2231 375 110 5—10 
2257 210 38 5—10 
2208 870 164 10 
2276 Kontrolle —— ~ 
2274 — — ~- 
2277 — -- - 


Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist, dauerte die Fiitterung 
mit Vigantol betrachtliche Zeit. Alle unsere Tiere zeigten, im Gegen- 
satz zu anderen Veréffentlichungen, am Anfang eine Gewichtsabnahme 
und teilweise eine darauf folgende Zunahme und schienen wahrend der 
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Fiitterung bei ziemlich guter Gesundheit zu sein. Bei der Sektion 
wurden die charakteristischen pathologischen Merkmale der Uber- 
dosierung mit bestrahltem Ergosterin gefunden. Diese sind in der 
Literatur so gut beschrieben, daB es iiberfliissig ist, sie hier zu schildern. 
Da unsere Resultate bei ungefahr 15 Kaninchen mit gewisser Einheitlich- 
keit erhalten wurden, haben wir keinen Grund, ihre Giiltigkeit an- 
zuzweifeln. Pathologisch seien unsere Befunde im folgenden kurz 
zusammengefaBt. Ausgedehnte Verkalkung der BlutgefiBe, Nekrose 
der glatten und gestreiften Muskeln, die besonders vom autonomischen 
Nervensystem beherrscht werden, Ablagerung von Kalk in der Lunge, 
in der Magenwand, in den Nieren und Muskeln, Knochenerweichung, 
Nierensteine, ausgedehnte KranzgefaBverkalkung, Herzmuskelnekrose 
und Verkalkung und manchmal Atrophie der Milz und tiberraschender- 
weise keine Beeintrachtigung des Gehirns. ; 

(Einige Gehirne wurden in entgegenkommender Weise von 
Dr. Bodechtel untersucht.) 

Die Gewebe wurden gleich nach der Sektion im Vakuum getrocknet. 
Nach dem Zerreiben wurden sie gewogen und nach einer der beiden 
folgenden Methoden extrahiert: 1. entweder mit Ather allein (50 ccm) 
oder 2. zuerst zweimal mit Ather extrahiert und dann mit 40°, iger 
KOH digeriert und gut mit Leichtpetrolither extrahiert. Die erste 
Methode wurde in den meisten Fallen angewandt. Die zweite nur dann, 
wenn sehr viele farbende Substanzen im Gewebe waren. Der Ather 
wurde fast zur Trockne verdampft und, wenn die Lésung gefairbt war, 
10 ccm einer alkoholischen Ba(OH),-Suspension hinzugefiigt und der 
Alkohol auf dem Wasserbad verdampft. Der unverseifbare Rest wurde 
dann viermal mit je 3ccm Petrolaither ausgezogen, wobei bei jeder 
Extraktion aufgekocht und dann durch ein Filter (Schleicher und 
Schill, Nr. 589) abfiltriert wurde. Wenn nach Entfernung des Petrol- 
athers auf der Heizplatte der Rest nicht ganz farblos ist, muBte die 
Behandlung mit Ba (OH), wiederholt werden. Nun wurde 1 cem Dichlor- 
athylen hinzugefiigt, darauf die Lésung in ein kleines Reagenzrohr 
aus Hartglas gegossen und |. ccm gesiattigte wasserige Trichloressig- 
siurelésung hinzugefiigt. Die Standardlésung wurde ebenso behandelt. 
Nach 1'/,stiindigem Stehen im Dunkeln wurden die Standard- und 
die unbekannte Lésung im Mikrokolorimeter (Leitz) mit Mikrobechern 
von 1 ccm Inhalt verglichen. Man muB® verschieden starke Standard- 
lésungen haben, da die Verdiinnung mit dem Lésungsmittel infolge 
Unmischbarkeit mit der wasserigen Trichloressigsiure begrenzt ist. 


Das Dichlorithylen wurde frisch destilliert und die Fraktion 
zwischen 55 und 60° verwendet. Allein sollte es auch beim Erhitzen 
keine Farbenreaktion mit der Trichloressigsiure geben. Es sei bemerkt, 
da®B Lésungen von Ergosterin in den meisten Mitteln selbst im Dunkeln 
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sehr bald gelb werden und mit Trichloressigsiure nicht mehr in der 
richtigen Weise reagieren. Deshalb ist es ratsam, Standardlésungen 
kurz vorher herzustellen. 


Wir wollen noch einmal betonen, daB die chromogenen Eigenschaften 
des Ergosterins nach langer Bestrahlung in Dichlorathylen verschieden 
sind. In der folgenden Tabelle fiir die Werte der Organextrakte be- 
deutet ein negativer Wert nicht, dal Ergosterinstoffwechsel nicht 
stattfindet oder stattgefunden hat. Wir sind gegenwartig der Meinung, 
daB, wenn eine starke Farbenreaktion erhalten wird, es ziemlich sicher 
fiir eine Ablagerung von Ergosterin spricht. 


Tabelle Ill. 


Gehalt der verschiedenen Organe an Ergosterin. 





Nebennieren Gehirn Leber Muskel 














Kaninchen ete 22 es SRN ETC ne ee 
Gewicht * mg Gewicht mg Gewicht mg Gewicht mg 

2206 0,05 1,0 0,60 0,2 0,5 0 
2229 0,06 0,8 0,75 0,7 0,5 0,8 0,5 0 
2272 0,6 0,2 0,7 0 
2223 0,1 0,09 1,5 1,2 
2203 0,12 0,07 0,86 1,0 0,6 0,09 0,6 0 
2225 
2202 0,12 0,9 0,6 Spur 
2231 0,4 0 
2257 
2208 0,02 0,05 

Kontrolle 
2276 0,11 0,02 2,8 0 0,6 0 0,6 0 
2274 5,2 0 0,5 0 0,8 0 
2277 0,02 0 0,86 0 0,4 0 


* Trockengewicht der verwendeten Organmasse. 





Milz Nieren Knochen Lunge 








Kaninchen = _ ae oo Se ee int 
Gewicht mg Gewicht mg Gewicht mg Gewicht mg 

2206 0,08 0 0,2 0 1,4 0 0,5 0 
2229 0,14 0 0,5 0,02 0,5 0 
2272 0,30 0 0,6 0 0,6 0 0,6 0 
2223 0,6 + 0,6 0 
2203 0,6 0,12 
2225 
2202 0,6 0 
2231 0,6 0 
2257 
2208 0,18 0 21 Spur 

Kontrolle 
2276 0,33 0 06 0 1,2 0.) 06 0 
2274 0,40 0 0,5 0,0 0,4 0 0,5 0 
2277 0,89 0 1,2 0,0 0,6 0 
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igs Herz Hoden Aorta Linse 
ee ee eS: ee ig 
Gewicht mg Gewicht mg Gewicht mg Gewicht mg 
2296 0,2 0 0.14 
2229 0,5 0 0,17 } 
2272 0,6 0 0,21 0 0,6 0 
2223 0.6 0 0.6 0 0,99 0 0,33 0 
2903 
2225 0,4 0 0,3 
2202 0,33 0 
2231 0,24 0 
2257 0,52 0,40 0 0,29 0 
2208 0,55 | 0 
Kontrolle 
2276 0,6 0 0,37 0 0,22 0 0,29 0 
2274 0,5 0 0,5 0 0,22 0 0,4 0 
2277 1,4 0 0,23 0 


Es ergibt sich aus der obigen Tabelle ganz klar, daB Ergosterin 
dazu neigt, sich besonders in den Nebennieren, im Gehirn und in der 
Leber anzusammeln. Spuren werden gelegentlich in den Nieren gefunden. 
Relativ junge, nicht mit Vigantol gefiitterte Kaninchen scheinen kein 
aufgespeichertes Ergosterin zu besitzen. 


Spektrographischer Nachweis'. 


Der direkte spektroskopische Nachweis von Ergosterin als Be- 
gleiter des bei der Organextraktion gewonnenen Cholesterins griindet 
sich auf sein charakteristisches Absorptionsspektrum in einem Gebiet, 
in dem reines Cholesterin nur ganz schwach absorbiert (6). Die Haupt- 
schwierigkeiten bieten dabei stets auftretende Verunreinigungen, die 
im fraglichen Gebiet auch Licht absorbieren und daher ein am Fube der 
Cholesterinabsorptionsbanden auftretendes, von Ergosterin herriihrendes 
Absorptionsmaximum iiberdecken. Ihre hinreichende Entfernung kann 
nur durch wiederholtes Umkristallisieren erreicht werden und ist um 
so schwieriger, je geringer der Ergosteringehalt des Cholesterins und 
je geringer die zur Verfiigung stehende Substanzmenge ist. Am 
geeignetsten waren die Gehiuse wegen des relativ hohen Cholesterin- 
gehaltes. 


Die Kaninchengehirne wurden méglichst von BlutgefaBen befreit 
und nach dem Zerkleinern mit verdiinnter Natronlauge auf dem Wasser- 
bad erwarmt, bis eine homogene Zerteilung der Gewebe eingetreten 
war. Dann wurde drei- bis viermal mit Ather extrahiert, der Ather- 
extrakt oftmals mit Natronlauge, dann mit Wasser gewaschen, mit 
Calciumchlorid getrocknet und der Ather abdestilliert. Der Riickstand 


1 Unter Mitarbeit von W. Menschick. 
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wurde in absolutem Ather wieder aufgenommen, die meist auftretende 
Triibung durch langes Zentrifugieren entfernt und der beim Eindampfen 
der klaren, farblosen Lésung erhaltene Riickstand aus wenig Hexan 
umkristallisiert. Als Waschfliissigkeit wurde Pentan verwendet. Das 
Umkristallisieren wurde, soweit die Substanzmengen ausreichten, 
dreimal wiederholt!. Zu den Absorptionsaufnahmen wurde als Lésungs- 
mittel absoluter Alkohol pro anal. (Merck) verwendet. 


Die Lichtabsorptionsmessungen wurden nach der Methode von 
Scheibe (7) ausgefiihrt, also durch gleichzeitiges Photographieren des 
durch einen ,,kondensierten Induktionsfunken‘ zwischen Eisenelektroden 
in einem Zeissquarz-Spektrographen erzeugten Viellinienspektrums, das 
eine Mal nach Passieren der absorbierenden Lésung, das zweite Mal 
nach Passieren eines das Licht mefSbar schwachenden rotierenden 
Sektors und des reinen Lésungsmittels. Die auf der photographischen 
Platte unmittelbar nebeneinander erscheinenden beiden Spektren 
zeigen bei bestimmten Wellenlingen gleiche Schwarzung. Fiir diese 
Wellenlingen gilt dann nach dem Beer-Lambertschen Gesetz 


10*°" 


wobei J, die Anfangs-, J die Endintensitat, k den Absorptionskoeffi- 
zienten, c die Konzentration der Lésung in Gramm pro Kubikzentimeter, 
d die Schichtdicke in Zentimeter bedeutet. J,/J ist einfach das 
aus dem Offnungswinkel des rotierenden Sektors sich ergebende 
Schwachungsverhiltnis. 


Die Kurven | bis 7 in der Figur zeigen, daB die aus den Kaninchen- 
gehirnen isolierten Cholesterine auch nach dreimaligem Umkristallisieren 
noch erhebliche Mengen von absorbierenden Verunreinigungen enthalten, 
so daB auch die zur Auffindung von Ergosterin am giinstigsten liegende 
Bande bei 280 my selbst in den deutlichsten Fallen nur als schwache 
Verstarkung der Absorption in diesem Wellenlangenbereich sich 
widerspiegelt. Trotz der groBen Vorsicht, die also bei der Auslegung 
dieser Kurven angezeigt erscheint, machen doch die Kurven 1 und 
3 einerseits die Anwesenheit erhéhter Mengen an Ergosterin sehr wahr- 
scheinlich (Kurve 1 bis zu 0,2°/5, Kurve 3 bis zu 0,1°/,), andererseits 
schlieBen die Kurven 5, 6 und besonders 7 die Anwesenheit nennens- 
werter Ergosterinmengen mit ziemlicher Sicherheit aus (Kurve 7 sicher 
weniger als 0,02 %/,, Kurve 6 weniger als 0,025 °/).) Die wbrigen 


1 DaB beim Umbkristallisieren das Verhaltnis Ergosterin: Cholesterin 
nicht merklich veraindert wird, zeigen die vielen in der Literatur be- 
schriebenen vergeblichen Versuche, Ergosterin durch Umkristallisieren im 
Cholesterin anzureichern oder daraus zu entfernen. Vgl. auch (8). 
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Kurven (2 und 4), bei denen eine weitere Reinigung wegen Mangel an 
Substanz unméglich war, sind mit Riicksicht auf die hohe Lage und 
die gleichzeitige geringe Differenziertheit (relativ groBer Gehalt an ab- 
sorbierenden Fremdstoffen) wohl nur mit gré6Btem Vorbehalt analysier- 
bar. Da die Kurven 1 und 3 vigantolgefiitterten Kaninchen, die 
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Abb. 1. 


Kurve 1: Kaninchen Nr. 207, vigantolgefiittert (610mg in 107 Tagen). 
isolierte Cholesterin dreimal aus Hexan umbkristallisiert und 
gemessen. 


Das aus dem Gehirn 
in alkoholischer Lisung 


Kurve 2: Kaninchen Nr. 2206, vigantolgefiittert (730mg in 105 Tagen), und Nr. 222% 
gefiittert (255mg in 55 Tagen). Das aus den lingere Zeit in Alkohol aufbewahrten 
Gehirnteilen beider Kaninchen isolierte Cholesterin zweimal aus Hexan umkristallisiert 
und in alkoholischer Lisung gemessen. 


Kurve 3: Kaninchen Nr. 214, vigantolgefiittert (210mg in 40 Tagen). Das 
isolierte Cholesterin dreimal aus Hexan umkristallisiert und 
gemessen. 


aus dem Gehirn 
in alkoholischer Lisung 


Kurven 4 bis 7: Normale Kaninchen. Das Cholesterin aus den Gehirnen bei 4, 6 und 
dreimal, bei 5 zweimal aus Hexan umkristallisiert und wie oben gemessen. 
Kurve 8: Zum Vergleich das entsprechende Stiick der Absorptionskurve von reinstem, zweimal 

iiber das Dibromid gereinigtem Cholesterin, umgerechnet nach der von R. W. Pohl ge- 
messenen Kurve. 
Kurve 9: Ergosterinabsorptionskurve mit auf !/;999 verkleinerten A-Werten, also z. B. schein- 
bare Absorptionskurve einer vollkommen durchlissigen 
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Kurven 5, 6 und 7 normalen Kaninchen entsprechen, so scheinen die 
aus den spektrographischen Aufnahmen zu ziehenden Schliisse den 
Ergebnissen der kolorimetrischen Versuche nicht zu widersprechen. 


Sektionsbefunde, 

Kaninchen Nr. 214. Extreme Abmagerung, Nebennieren sehr grob, 
die Vergr6Berung liegt im Rindengewebe. In den Nieren sind helle Narben 
durch die ganze Rinde vorhanden, Magen verkalkt, einige Narben im 
Myocard. In der Aorta sind die charakteristischen, sehr deutlichen Vigantol- 
verkalkungen sichtbar. Knochen sehr weich und entkalkt. 


Kaninchen Nr. 207. Keine Gewichtsabnahme, Magenwand etwas ver- 
kalkt, Nieren bedeutend vernarbt und verkalkt, Nebennierenrinde sehr ver- 
dickt, die Aorta zeigt ziemlich deutlich Vigantolverkalkungen. 

Kaninchen Nr. 2229. GroBer Gewichtsverlust, Magen nicht verkalkt, 
Nieren vernarbt mit verkalkten Herden, Nebennierenrinde verdickt, 
Knochen sehr weich und leicht zerreiBbar, héchst intensiver Verkalkungs- 
prozeB die ganze Aorta entlang. 

Kaninchen Nr. 2206. Bemerkenswerte Gewichtsabnahme, geringe Ver- 
kalkung der Nieren, die beiden Nebennierenrinden bedeutend vergréBert, 
mesentirische Lymphdriisen verkalkt, Magen charakteristisch verkalkt. 
Knochen merklich erweicht, Aorta in ausgedehntem MaBe in den Ver- 
kalkungsprozeB einbezogen. 


Diskussion. 


Die Farbenreaktion scheint ganz spezifisch fiir Ergosterin zu sein. 
Weiterhin glauben wir, daB diese Reaktion sich von der des bestrahlten 
Materials unterscheidet. Es sei erwahnt, daB die Reaktion mit dem aus 
den Nebennieren extrahierten Material oft die fiir nicht bestrahltes 
Ergosterin zutreffende Farbe gab. Doch dies war nicht immer der Fall. 
Die Tatsache, daB die Aorta und andere Organe keine Farbenreaktion 
fiir nicht bestrahltes Ergosterin gaben, sagt uns wenig dariiber, ob in 
diesen Organen ein aktiver Stoffwechsel des bestrahlten Ergosterins vor 
sich geht. Weiterhin gewinnen wir Einblick in die Verteilung der Sterine. 
Es traf uns nicht unerwartet, daB Ergosterin die Neigung hat, sich in 
solchen Organen abzulagern, die als fettreich bekannt sind. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurden die Farbenreaktionen des Ergosterins studiert. 
2. Wir haben diese Reaktion angewandt, um die Verteilung des 
Ergosterins im Kérper von Kaninchen zu studieren, die mit Vigantol 
gefiittert waren. 
3. Ergosterin lagert sich hauptsachlich in den Nebennieren, im 


Gehirn und in der Leber ab. Bei manchen Organen tritt eine Farbe auf, 
die fiir ein A'?-sterin spricht. 
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4. Nach den spektrographischen Ergebnissen ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB der Ergosteringehalt im Gehirn mit Vigantol gefiitterter 
Kaninchen erheblich héher als derjenige bei normalen Kaninchen ist. 
Die spektrographischen Befunde stimmen also mit den kolorimetrischen 
uberein. 
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Untersuchungen iiber die chemische Natur der Allergene. LY. 


Von 


L. Farmer Loeb. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik, Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1930.) 


In friiheren Untersuchungen (1) iiber die chemische Natur der 
,Allergene’ konnte ich zeigen, dai es _ gelingt, Meerschweinchen 
spezifisch zu sensibilisieren gegen einen wasserigen Extrakt aus Ganse- 
federn und gegen die Alkoholfaillung aus diesem Extrakt. Eine Sensi- 
bilisierung gegen das Filtrat des mit Alkohol behandelten Extraktes 
tritt nicht ein. Die Alkoholfallung enthielt kolloiddispersen Stickstoff 
und gab eine positive Sulfosalicylsiure- und bisweilen eine positive 
Biuretreaktion. Das Alkoholfiltrat erthielt nur molekulardispersen 
Stickstoff. Ferner gelang es, Meerschweinchen gegen wasserige Extrakte 
aus Pollen der gewéhnlichen Fichte (Pinus Silvestris) und gegen die 
alkoholische Fallung aus diesen Extrakten zu sensibilisieren. Die alko- 
holische Fallung enthielt wieder kolloiddispersen Stickstoff; die Sulfo- 
salicylsiurereaktion war bei diesen Fallungen negativ. Auf diesen 
Punkt komme ich noch zuriick. 

In weiteren Untersuchungen (2) (3) fand ich, daB heufieberkranke 
Menschen auf die alkoholischen Fallungen wasseriger Extrakte von 
Dactylis- und Alopecuruspollen positive Hautreaktionen geben. Die 
alkoholischen Fiallungen enthielten koagulablen Stickstoff und gaben 
eine positive Sulfosalicylsiure- und Biuretreaktion. Das Filtrat der 
alkoholischen Fallungen, das auch hier keinen kolloiddispersen Stickstoff 
enthielt, rief keine Reaktion hervor. Ferner wurden die wasserigen 
Pollenextrakte und die Alkoholfaillungen der tryptischen Verdauung 
nach Coca unter gleichzeitiger Dialyse unterworfen. Die so behandelten 
Lésungen riefen im Menschenversuch keine Reaktion mehr _ hervor. 
Auf Grund dieser Befunde schloB ich, da8 das wirksame Prinzip der 
,,Pollenallergene ein EiweiBkérper ist oder an einen Eiweibkérper 
fest gebunden oder nur in Verbindung mit einem EiweiSkérper wirksam 
ist‘‘. Diese Befunde stehen (soweit sie sich auf Pollen beziehen) in 
Widerspruch mit den Anschauungen Cocas und seiner Mitarbeiter 
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[Grove und Coca (4), Walzer und Grove (5)] und stimmen mit denen 
von Caulfield, Cohen und Eadie (6) iiberein. 

In der vorliegenden Untersuchung habe ich weitere Versuche 
iiber die Méglichkeit, Meerschweinchen gegen verschiedene Allergen- 
extrakte und Fraktionen dieser Extrakte zu sensibilisieren, angestellt. 
Ferner habe ich mich mit der Frage der Natur des wirksamen Prinzips 
der Allergene und den Anschauungen anderer Untersucher auseinander- 
gesetzt. 

Il. Versuchsmethodik. 

Uber die Herstellung der Extrakte, der Alkoholfdllungen und der 
Alkoholfiltrate, iiber die chemische Untersuchung der Extrakte und iiber 
die Vorbehandlung der Tiere habe ich (1) ausfiihrlich berichtet. In den 
jetzigen Versuchen wurde als Extraktionsfliissigkeit eine 1° ige 
NaCl-Lésung benutzt, zu deren Herstellung CO,-freies destilliertes 
Wasser verwendet wurde. Zum Aufschwemmen der Alkoholfallung 
wurde die gleiche Lésung benutzt. Die sensibilisierenden Pollen- 
extrakte enthielten durchschnittlich 0,2 bis 0,3 mg Gesamtstickstoff 
bzw. 0,1 bis 0,2 mg koagulablen Stickstoff pro Kubikzentimeter. Die 
sensibilisierenden Federnfallungen enthielten im Durchschnitt 0,05 mg N 
pro Kubikzentimeter. Den Tieren wurden gewéhnlich dreimal 4 ccm 
dieser Lésungen zur Sensibilisierung injiziert. 

Zur Priifung der Sensibilisierung wurde wieder die Dalesche Ver- 
suchsanordnung (7) angewandt. Diesmal wurden aber beide Uterus- 
hérner gleichzeitig (in verschiedenen GefiBen) gepriift. In Vorversuchen 
wurde festgestellt, daB die Alkohol- und Ammonsulfatfaillungen, die 
Alkoholfiltrate und die verdauten Extrakte und Fallungen am normalen 
Uterus keine Kontraktionen hervorriefen!. Da zahlreiche Uteri starke 
Eigenkontraktionen zeigten, so benutzten wir in einigen Versuchen 
an Stelle der friiher angegebenen Ringerlésung nach den Angaben 
von Bristol und Fleischner (8) eine von Fleisch (9) modifizierte Nahr- 
lésung. Diese Liésung bewahrte sich uns gar nicht, da sie die Kon- 
traktionsfahigkeit des Muskels auBerordentlich stark hemmte. Wir 
benutzten deshalb in allen anderen Versuchen wieder die friiher an- 
gegebene Ringerlésung. Zu ihrer Herstellung wurden reinste Salze 
und doppeltdestilliertes Wasser verwandt. 


Ill. Versuchsergebnisse. 
a) Versuche mit Gdnsefedern. 
1. Versuche mitderAmmonsulfatfallungaus Gainsefedernextrakt. 
Nachdem es gelungen war, Meerschweinchen gegeniiber der Alkohol- 
fallung eines Giansefedernextraktes zu_ sensibilisieren, wurden Ver- 


1 Die zur Priifung der Sensibilisierung benutzten Extrakte und 
Fallungen waren etwa ebenso stark wie die sensibilisierenden Lésungen. 


OR x 
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suche angestellt, in denen gepriift wurde, ob Ammonsulfatfallungen 
ebenfalls das wirksame Prinzip enthielten. Die Tiere wurden 
hierzu mit ganzgesittigter Ammonsulfatfillung und  Alkohol- 
fallung sensibilisiert!. Zur Priifung der Sensibilisierung wurden 
'',, 7/, und */,gesattigte Ammonsulfatfillungen und Alkoholfallungen 
benutzt. 

Tabelle I enthalt das Ergebnis der Priifung mit den verschiedenen 
Fraktionen und mit dem Gesamtfedernextrakt. |Meerschweinchen 
Nr. 50, 51, 53, 62, 64, 65, 66 wurden mit ganzgesattigter Ammonsulfat- 
fallung sensibilisiert. Tier Nr. 50 sprach auf 2/,gesattigte Fiallung 
und auf Gesamtextrakt an, Tier Nr. 53 reagierte ebenfalls auf 2/,ge- 
sittigte Fallung, Tier Nr. 51 auf !/,gesattigte Fallung. Trotz der bei 
Meerschweinchen Nr. 62, 64, 65, 66 als Badfliissigkeit angewandten 
Fleischlésung, die die Muskelkontraktionen stark hemmt, war bei 
diesen Versuchen eine deutliche Ansprechbarkeit auf Gesamt- 
extrakt erkennbar. Meerschweinchen Nr. 47, 49 wurden mit 
Alkoholfallung sensibilisiert, sie sprachen bei der Priifung der 
Sensibilisierung auf ?/,gesattigte Ammonsulfatfillung an. Aus diesen 
Versuchen geht hervor, daB das wirksame Prinzip des Ganse- 
federnextraktes auch durch Ammonsulfatfallung verschiedener Konzen- 
tration fallbar ist. 


2. Versuche mit dem Ultrafiltrat eines Gansefedern- 

extraktes. 

Friihere Versuche (1) hatten ergeben, daB das wirksame Prinzip 
der allergenhaltigen Lésungen an die kolloiddispersen Anteile gebunden 
sei, oder aber mit ihnen zusammen gefallt wird; um die molekular- 
dispersen Bestandteile noch auf andere Weise von den kolloiddispersen 
zu trennen, wurden die Extrakte ultrafiltriert. Es gelang aber 
nicht, trotzdem die Filter sehr dicht waren, ein von koagulablem 
Stickstoff freies Ultrafiltrat zu gewinnen. Das Ultrafiltrat enthielt 
0,04 bis 0,1 mg koagulablen Stickstoff pro Kubikzentimeter. Die 
Sulfosalicylsaurereaktion war positiv. Die mit Ultrafiltrat sensi- 
bilisierten Tiere wurden mit dem Alkoholfiltrat und mit Ultra- 
filtrat gepriift. Auf das Alkoholfiltrat, das nur  molekular- 
dispersen Stickstoff enthielt, sprach keines der Tiere an. Das 
kolloiddispersen Stickstoff enthaltende Ultrafiltrat rief deutliche Kon- 
traktionen hervor. 


1 Zur Sensibilisierung der Tiere wurde eine Ammonsulfatfallung her- 
gestellt durch Ganzsattigung mit Ammonsulfat. Diese Fallung wurde 
dann mehrere Tage dialysiert, berkefeldfiltriert und in der tiblichen Weise 
zur Sensibilisierung benutzt. Die Priiffallungen wurden hergestellt durch 
fraktionierte Fallung und in derselben Weise verarbeitet. 
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Tabelle I. 


Versuche mit Ammonsulfat- und Alkoholfallung aus Ginsefedernextrakt. 





‘ie (N Hg)o 8 O,-Fallung oho). Federn-  Unspez. 
Tier ss we oe i a cic te gesamt- Priif- Bemerkungen 
Nr. ligges. 2/,ges.|4/gges. & extrakt extrakt 
47 0 0 _ + 4 0 

oe ; es { Sprach auch auf '/,ges. 
49 0 0 | Ammonsulfatfallung an 
50 0 : 0 +4 0 
51 ' ae 0 
53 +++4 — 0 
56 - — ++4 0 
58 } 0 0 ina 1 4 0 Badfliissigkeit .Fleisch- 
7) pt ~ 14 | lésung*. Trotzdem die Kon- 
62 0 0 0 traktionen stark gehemmt 
64 0 ) - ++ 0 wurden,deutlicherAusschlag 
65 -- - - — + + 4 0 mit Gesamtextrakt 
v4 | Badfliissigkeit .Fleisch- 
66 0 ho e no eke 0 | bshng= 

Zeichenerklirung: 0 keine Kontraktion. + Kontraktion. nicht gepriift 


b) Versuche mit Pollen von Dactylis glomerata. 

Wie bereits erwahnt, hatte sich im Menschenversuch gezeigt, 
da8 das wirksame Prinzip der Extrakte aus Pollen von Dactylis 
glomerata durch Alkohol fallbar ist. Im folgenden wurden Dactylis- 
Pollen im Tierversuch untersucht. In diesen Versuchen wurden die 
Meerschweinchen stets mit dem Gesamtextrakt sensibilisiert. Die Wirk- 
samkeit der verschiedenen Fraktionen bzw. der verdauten Extrakte 
und der verdauten Fallungen wurde an den Uteri der so vorbehandelten 
Tiere gepriift. Zu diesen Versuchen wurden 90 Tiere verwandt. Eine 
groBe Reihe von ihnen konnte nicht verwendet werden, da sie entweder 
vorher starben oder nicht sensibel waren, oder da ihre Uteri starke 
Eigenkontraktionen zeigten. Wieder andere Tiere reagierten unspezifisch. 
Auf diesen Punkt komme ich an anderer Stelle noch zuriick. Brauchbar 
waren schlieBlich 28 Tiere, an deren Uteri bisweilen vetschiedene 
Fraktionen nacheinander gepriift werden konnten. In den folgenden 
Protokollen sind daher dieselben Tiere haufig an verschiedenen Stellen 
angefiihrt. 


l. Versuche tiber die Wirksamkeit der Alkohol- und 
Ammonsuliatfallungen. 


Die Tiere wurden in der mehrfach beschriebenen Weise mit dem 
Gesamtextrakt sensibilisiert und ihre Ansprechbarkeit mit der Alkohol- 
bzw. gesittigten Ammonsulfatfillung gepriift. Wie aus Tabelle II 
hervorgeht, rufen die Fallungen deutliche, starke Kontraktionen bei 
den sensibilisierten Tieren hervor, d.h. das wirksame Prinzip des 
Pollenextraktes befindet sich in dieser Fraktion. 
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Tabelle II. 


Versuche tiber die Wirksamkeit der Alkohol- und Ammonsulfatfallungen 
aus Dactylispollenextrakt. 





Dactylis- 


Tier Dactylis- ; Tnspez. 
Nr. alkoholfallung ee” Prafeniakt 
104 +4 - 0 
105 ++ -- 0 
195 +4 _ 0 
197 Saeeine -- 0 
291 —_ ay am ae hs 0 
202 as 0 
205 $4 +++ 0 
206 0 +--+ 0 
207 +4 am 0 


2. Versuche iiber die Wirksamkeit des Filtrats der Alkohol- 
fallung. 

In den friiheren Tierversuchen mit Gansefedern- und Pinuspollen- 
extrakten und den Menschenversuchen mit Dactylis- und Alopecurus- 
pollenextrakten hatte sich gezeigt, dab das Filtrat der Alkoholfallung 
gewohnlich keine wirksamen Substanzen mehr enthielt. In einigen 
wenigen Fallen riefen allerdings diese Filtrate auch eine Reaktion 
hervor. Es wurde dabei angenommen, daB die Entfernung der kolloid- 
dispersen Anteile nicht vollkommen war. Zur weiteren Priifung dieser 
Frage wurden wiederum Alkoholfiltrate hergestellt und im Tierversuch 
gepriift. Es wurde ferner das Alkoholfiltrat noch mit ,,Terrana D*', 
einem Aluminiumsilikatadsorbens geschiittelt. Wie aus Tabelle III 
hervorgeht, riefen weder die so behandelten als ,,Terranafiltrat* be- 
zeichneten Lésungen, noch die gewéhnlichen alkoholischen Filtrate 
(auBer an einem Horn bei Tier Nr. 90) eine Kontraktion des Uterus 
hervor. Diese Versuche zeigen deutlich, daB die wirksame Substanz 
kolloiddisperser Natur ist. 


3. Versuche mit verdauten Pollenextrakten. 

Zur Klarung der Frage, ob das wirksame Prinzip der Allergen- 
extrakte ein EiweiSkérper sei, unterwarfen Coca und seine Mitarbeiter 
(l.c.) ihre Extrakte der tryptischen Verdauung. Hierbei kamen sie 
zu dem merkwiirdigen Ergebnis, daB es sich bei einigen Allergenen 
(Pferdeschuppen, griine Erbse) um einen Eiweibkérper, bei anderen 
(Pollen) um keinen EiweiBkérper ,,im gew6éhnlichen Sinne“ handele. 
Caulfield, Cohen und Eadie (l.c.) konnten die Angaben von Grove 


1 Wir danken an dieser Stelle der herstellenden Firma (Sirius-Werke 
A.-G., Deggendorf, Bayern) fiir die freundliche kostenlose Uberlassung des 
Praparats. 
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und Coca nicht bestatigen. In friiheren Untersuchungen am heufieber- 
kranken Menschen mit Pollen von Dactylis glomerata (l.c.) und von 
Alopecurus (1. c.) bin ich ebenfalls zu der Anschauung gelangt, es handelt 
sich bei dem wirksamen Prinzip der Pollenextrakte wahrscheinlich 
doch um einen Eiweibkérper oder um eine an einen Eiweibkérper 
fest gebundene oder um eine in Verbindung mit einem Eiweibkérper 
wirksame Substanz. Ich habe diese Untersuchungen im Tierversuch 
fortgesetzt, konnte aber trotz der groBen darauf verwandten Miihe 
zu keinem eindeutigen Ergebnis kommen. Die Ursache hierfiir liegt 
in der Unzulanglichkeit der Methode, die auf diesem Wege eine Klarung 
der Frage nicht erméglicht. 


Tabelle Ill. 


Versuche itiber die Wirksamkeit des Filtrats der Alkoholfallung aus 
Dactylispollenextrakt. 








- here ects Unspez. 

Tier Alkoholfiltrat _——y ‘i Gesamtextrakt Priif- Bemerkungen 

Nr. extrakt 

90 < _— 5 2. Horn 0 t?+4 0 

91 0 0 be adie afee anf 0 

97 0 ~ o++? 0 G 
vansefedern- 

112 — 0 ate i om versuche 

118 al 0 bbe ede abe 0 

119 — 0 rs 0 

120 “ _ Ped ° 

121 — 0 ++++ 0 

205 0 —- +--+ -+ 0 | Pollenversuche 

206 0 ax. “ae 0 | (Dactylis) 


Zur Verdauung wurden je 10 ccm Pollenextrakt bzw. 10 ccm der 
aufgeschwemmten Alkoholfillung dreimal in Abstainden von je zwei 
Tagen mit je 2ccm eines Pankreasglycerinextraktes [hergestellt nach 
Willstdtter und Waldschmidt-Leitz (10)] versetzt und das Gemisch 
unter Zugabe von Toluol in einer Collodiumhiille verschieden lange 
(s. Tabelle.[V) gegen destilliertes Wasser dialysiert. Wir hatten uns 
vorher davon iiberzeugt, daB die Dialyse gegen destilliertes Wasser 
die Wirksamkeit der Extrakte nicht beeinfluBt. Die Verdauung und 
Dialyse wurde im Eisschrank unter taglicher bzw. zweitagiger Erneuerung 
der AuBenfliissigkeit ausgefiihrt. Die Lésungen wurden dann im 
Faust-Heimschen Apparat auf das urspriingliche Volumen eingeengt. 
Wir haben auf die Bestimmung des Stickstoffgehaltes der verdauten 
Lésungen aus den weiter unten angefiihrten Griinden verzichtet. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist in Tabelle 1V enthalten. 
Wie aus dieser Tabelle hervorgeht, sprachen Tier Nr. 99, 101, 104, 105, 
die mit demselben verdauten und dialysierten Extrakt gepriift wurden, 
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deutlich an, wahrend ein anderes Tier Nr. 97, das auch deutlich sensibel 
war, auf diesen Extrakt nicht reagierte. Ferner reagierte Tier Nr. 151 
auf einen 20 Tage verdauten und dialysierten Extrakt deutlich, wihrend 
ein anderes Tier derselben Reihe, Nr. 149, auf denselben Extrakt 
nicht reagierte. 

Der verdaute Extrakt, der sich im Tierversuch (Tier Nr. 99, 
101, 104, 105) als noch wirksam erwies, rief im Menschenversuch keine 
Reaktion mehr hervor. (Die Menschenversuche sind 8 bis 10 Tage 
spiter als die Tierversuche angestellt worden. Da® die Extrakte in 
der Zwischenzeit durch Weiterverdauen unwirksam geworden sind, 
erscheint auf Grund der Versuche an Tier Nr. 158, 159, 182, 183, 184, 
die ich weiter unten mitteile, als sehr unwahrscheinlich.) 

Diese Versuche zeigen, daB man sehr vorsichtig in der Beurteilung 
der Frage sein muB, ob ein Extrakt noch wirksam ist oder nicht. In 
anderen Versuchen (Meerschweinchen Nr. 148, 149, 151) erhielt ich 
mit verdauten bzw. dialysierten Extrakten ebenso starke Uterus- 
kontraktionen wie mit dem Originalextrakt. 

Wie bereits erwahnt, unterwarf Coca seine Pollenextrakte nur 
4 bzw. 7 Tage der Verdauung. Aus den Versuchen von Weber und 
Gesenius (11) geht aber hervor, da8 man zur Erzielung einer sehr weit- 
gehenden Verdauung durch Trypsin eine wesentlich langere Zeit braucht. 
Auch in meinen Versuchen erhielt ich noch nach 20tagiger Verdauung 
einen positiven Ausschlag. Aus diesen Griinden hielt ich es fiir an- 
gebracht, die Verdauung noch linger auszudehnen. Da aber anderer- 
seits die Gefahr besteht, daB bei so langer Dialyse schlieBlich die wirk- 
same Substanz doch hinausdialysiert (ich komme noch weiter unten 
auf diese Frage zuriick), so fihrten wir die Verdauung ohne Dialyse 
aus. Zu diesen Versuchen wurden je 10 ccm Dactylispollenextrakt 
und Dactylisalkoholfaillung in Abstinden von 5 Tagen zweimal mit 
2 ccm und zweimal mit 1 com Pankreasglycerinextrakt, 1 Monat nach 
der letzten Zugabe noch zweimal mit je 1 com Pankreasextrakt versetzt. 
Diese Lésungen verblieben — mit Toluol versetzt — 9 Wochen im 
Eisschrank. Durch Vorversuche stellten wir fest, daB die so behandelten 
Extrakte am normalen Uterus keine Kontraktionen hervorriefen. 
Wie aus Tabelle IV hervorgeht, reagierten die sensibilisierten Meer- 
schweinchen Nr. 158, 159 auf den verdauten Extrakt positiv }. 

Da man bei diesen Versuchen vermuten konnte, die wirksame 
Substanz sei bei der Verdauung nur vom EiweiB abgespalten worden, 
so dialysierten wir die Lésung nachtriglich noch 4 Tage. Auch dann 
waren diese Extrakte noch wirksam (Meerschweinchen Nr. 182, 183, 184). 


1 Auch Wells (J. Infect. Dis. 6, 506, 1909) fand, daB ein EiweiBkoérper, 
den er 59 Tage der tryptischen Verdauung unterworfen hatte, noch deut- 
lich sensibilisierende Eigenschaften hatte. 
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Tabelle IV. 


Versuche mit verdauten Pollenextrakten und verdauten Alkoholfaéllungen. 





Verdaute Dactylis- Unspez 


Ther ae Alkohol- gesamt- Pollen- Bemerkungen 
Nr. chy fillung extrakt extrakt 
- 14 { Verdauter Extrakt 5 bzw. 12 Tage 
97 0 we "os 7 0 | lang gleichzeitig dialysiert 
99 ae ee ee — - 0 
1 re \ { Verdauter Extrakt gleichzeitig 
101 y = 0 | 9 Tage lang dialysiert 
104 + -+ + — + +--+ + 0 | Verdauter Extrakt gleichzeitig 
105 1 4 omee ++ 0 | 14 Tage lang dialysiert 
113 0 — af. -}- of. ons 
148 0 — t+ + 0 | Derselbe verdaute Extrakt wie 
149 0 0 feat. 4 od 0 | bei Tier 151 
x ‘oer | \ ' { Verdauter Extrakt und Gesamt- 
151 T ery 0 \ extrakt 20 Tage dialysiert 
158 +++ ++ 0 
159 rer Bet ia 0 
182 be heal i i al on A Derselbe verdaute Extrakt und 
183 L 4 me 0 | dieselbe verdaute Fillung wie 
, a | bei Tier 158 und 159 nachtrig- 
184 +++ _ + + 0 lich 4 Tage dialysiert 


Auch diese Versuchsanordnung hat also zu keiner eindeutigen 
Beantwortung der Frage, ob es sich bei dem wirksamen Prinzip um 
einen Eiwei8kérper handele oder nicht, gefiihrt. Es kénnte sein, dab 
neben dem EiweiB noch ein zweites kolloides Prinzip vorhanden ist. 
Man muB allerdings bedenken, daB Weber und Gesenius in ihren Unter- 
suchungen noch nach 25 Tagen einen unvollstindigen EiweiBabbau 
fanden. Vor allem sind sie der Ansicht, daB neben niederen Spalt- 
produkten noch hochmolekulare Kérper vorhanden sein kénnen. 
Es ist hiernach zweifelhaft, ob man iiberhaupt zu einem vollstandigen 
EiweiBabbau mit Trypsin gelangen kann. (Die Versuche von W. Jadas- 
sohn (12), der seine allergenhaltigen Lésungen — Leibeshéhlenfliissigkeit 
von Ascaris lumbricoides — 49 Stunden der tryptischen bzw. pep- 
tischen Verdauung unterwarf, sind aus den erwahnten Griinden un- 
zureichend.) 


Coca betrachtet seine Extrakte als eiweiBfrei, wenn der Stickstoff- 
gehalt dieser Lésungen mit dem Stickstoffgehalt der Kontrollésungen 
(Extraktionsflissigkeit + Trypsin) tibereinstimmt oder annahernd 
iibereinstimmt. Ich habe an anderer Stelle gezeigt (3), daB hier ein 
Trugschlu8 vorliegt. Mit Hilfe der Mikro-Kjeldahlmethode lassen 
sich nimlich Unterschiede im Stickstoffgehalt von weniger als 0,01 mg N 
pro Kubikzentimeter nicht mehr genau nachweisen. Mit Allergen- 


_lésungen, die aber nur 0,001 mg N pro Kubikzentimeter enthielten, 


erzielte ich bei Heufieberkranken mit der Skarifikationsmethode 
deutlich positive Quaddelbildung. Coca und seine Mitarbeiter erhielten 
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bei intrakutaner Applikation ihrer Extrakte mit Lésungen, die sogar 
nur 0,00001 mg N pro Kubikzentimeter enthielten (durch Verdiinnen 
hergestellt), wiederholt positive Hautreaktionen. 


IV. Nihere chemische Definierung der Pollenextrakte. 


Die hier mitgeteilten Versuche haben gezeigt, da’ man aus den 
wasserigen Extrakten verschiedener Allergene (Gansefedern, Pollen 
von Dactylis, Alopecurus) das wirksame Prinzip durch Alkohol und 
Ammonsulfat fallen kann, und da8 diese Fallungen koagulablen Stick- 
stoff enthalten und verschiedene EiweiBreaktionen geben. Hieraus 
geht allerdings noch nicht zwingend hervor, daB das wirksame Prinzip 
ein Eiweibkérper ist. Es gibt noch die Méglichkeit, daB die Fallungen 
neben dem Eiweif noch andere Kolloide enthalten, oder daB gewisse 
molekulardisperse Stoffe mit in die Fallungen hineingerissen werden. 
Es ist ferner méglich, daB EiweiB nur die Tragersubstanz fiir das 
wirksame Prinzip ist. Unterstellt man, daB neben dem Eiweif noch 
andere Kolloide in den Lésungen vorhanden sind, so ist es berechtigt, 
zu erwaigen, ob diese Annahme auf Grund unserer pflanzenchemischen 
Kenntnisse bei den Pollen itiberhaupt wahrscheinlich ist. Von pflanz- 
lichen Kolloiden sind in kaltem Wasser léslich (wir haben, wie erwahnt, 
als Extraktionsfliissigkeit eine kalte 1°,ige NaCl-Lésung benutzt): 
EiweiB, Gummi, Schleim (schwer léslich). Diese Substanzen sind 
auch durch Alkohol fallbar. 


Zur naiheren Analyse der Fallungen wurde die Alkoholfallung von 
Dactylis-, Alopecurus-, Roggenpollen peptisiert, nochmals mit Alkohol 
gefallt, getrocknet und wieder mit 1°,iger NaCl-Lésung peptisiert. 
Die Analyse dieser Lésungen ergab: Biuret-, Millons-, Salpetersaure-, 
Sulfosalicylsiurereaktion positiv; Eisenchlorid verursachte auch in 
der Hitze keine Anderung der Farbung: Gerbstoffe also nicht nachweis- 
bar. Reduzierende Substanzen, d.h. Zucker oder Glykoside weder 
qualitativ (7’rommer) noch quantitativ (nach Hagedorn-Jensen) nach- 
weisbar. Auch nach Hydrolyse dieser Lésungen (zum Pektinnachweis) 
mit */, 999 °oiger HCl-Lésung bei 55° im Wasserbad: T'rommer negativ, 
keine reduzierenden Substanzen nach Hagedorn-Jensen. Lugol : 
negativ, also Starke nicht nachweisbar. 


Wie bereits erwahnt, kamen als weitere Kolloide neben dem Ei- 
weiB noch Gummi und Schleim in Frage. Da Schleime in kaltem Wasser 
nur schwer léslich sind, auch Pektine sich nicht nachweisen lieBen, 
so kann man sie mit groBer Wahrscheinlichkeit ausschlieben. Zum 
Nachweis von Gummi benutzten wir die Bleimethode (s. L. Rosen- 
thaler, Grundziige der chemischen Pflanzenuntersuchung). Da die 
Alkoholfallungen sich nicht vollstandig peptisieren lassen, die Blei- 
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methode aber eine Fallungsmethode ist, so hielten wir es fiir richtiger, 
vom Gesamtextrakt auszugehen. Als Extraktionsfliissigkeit wurde in 
diesen Versuchen destilliertes Wasser benutzt, da Elektrolytlésungen von 
sich aus bei der Bleimethode Fallungen verursachen. Untersucht 
wurden Extrakte von Dactylis-, Roggen- und Pinuspollen. In keiner 
dieser Lésungen war Gummi nachweisbar. 


V. 


Die Frage nach der chemischen Natur der Allergene ist von 
prinzipieller Bedeutung. Nach der heute herrschenden Auffassung, 
die vor allem auch von Wells (13) vertreten wird, sind ,,Anaphlaktogene“ 
EiweiBkérper. Handelt es sich bei den ,,Allergenen“’ nun nicht um 
EiweiBkérper, so hatte man hier ein wichtiges Argument gegen die 
Identifizierung allergischer und anaphylaktischer Zustandé. Mit dieser 
Frage haben sich daher, besonders in letzter Zeit, eine ganze Reihe 
von Untersuchern beschaftigt. Ihre Anschauungen gehen weit aus- 
einander und muten bisweilen seltsam an. Am erstaunlichsten finde 
ich die Auffassung W.Jadassohns, der der Ansicht ist, daB das wirk- 
same Prinzip selbst beim Ei kein EiweiBkérper sei (14). Aber auch die 
Anschauungen Cocas und seiner Mitarbeiter, da chemisch  ver- 
schiedene Substanzen genau dieselben Phainomene hervorzurufen 
imstande seien, bedirfen dringend der Klarung. 


Im folgenden méchte ich mich mit den Anschauungen derjenigen 
Autoren auseinandersetzen, die sich gegen die Eiweifnatur der Allergene 
ausgesprochen haben. Das sind insbesondere: W. Jadassohn (12) (14) (15) 
(HiihnereiweiB, Sellerie, Ascariden), Klewitz und Wigand (16) (Pollen, 
Rinderhaare), Fiilleborn und Kikuth (17) (Ascariden), Coca und Mit- 
arbeiter (Pollen, Staub) (l.c.). Als Hauptargumente werden folgende 
Punkte ausgefiihrt: 


1. Die Allergene seien dialysabel bzw. ultrafiltrierbar (KJlewitz 
und Wigand, W. Jadassohn). 


2. Die Allergene gaiben keine EiweiBreaktionen (W.Jadassohn, 
Filleborn und Kikuth). 


3. Die allergenhaltigen Lésungen seien trotz tryptischer Ver- 
dauung wirksam (Coca und Mitarbeiter, W.Jadassohn). 


Hiergegen habe ich einzuwenden: 


Zu 1. Abgesehen davon, daB die Untersuchungen von Klewitz 
und Wigand an je einem Falle von Asthma und Heufieber ausgefiihrt 
wurden (bei der Schwierigkeit der in Frage kommenden Materie also 
iiberhaupt kaum verwertbar sind), muB gegen die Behauptungen 
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von Klewitz und Wigand und W.Jadassohn angefiihrt werden, dab 
Dialysiermembranen wenig zuverlassig in punkto Undurchlassigkeit 
fiir EiweiB sind. Jeder der sich mit Dialysiermembranen beschaftigt hat, 
weib, wie schwankend ihre Durchlassigkeit ist. Als Beispiel hierfir 
seien folgende Dialyseversuche mit Kollodiumhiilsen angefihrt: 


Zur Herstellung der Hiilsen wurden die GefaBe, in denen die Hiilsen 
hergestellt wurden, dreimal mit ,,Kollodium zur Herstellung von 
Membranen fiir Dialyse’* (Kahlbaum) ausgegossen. Die Hiilsen wurden 
vor dem Gebrauch langere Zeit gewassert. Zum Versuch wurden 
vier Hiilsen benutzt, die mit je 20 cem einer Albuminlésung (Merck) 
gefiillt wurden und 5 Tage lang gegen 750 ccm destilliertes Wasser 
dialysierten. Zur Verhinderung einer bakteriellen Zersetzung wurde 
die Albuminlésung mit Toluol iiberschichtet und die Dialyse im Eis- 
schrank ausgefiihrt. Die AuBenfliissigkeit wurde nach 2 Tagen er- 
neuert. Am Anfang des Versuchs enthielt die Albuminlésung 1,03 mg N 
pro Kubikzentimeter, am Ende des Versuchs in Hiilse I 0,36, in Hiilse IT 
0,31, in Hiilse IIT 0,34, in Hiilse [IV 0,29 mg N pro Kubikzentimeter. 
W.Jadassohn benutzte zu seinen Versuchen Pergamentpapiermem- 
branen. Auch fiir diese gilt das oben Gesagte (s. auch E. Abderhalden, 
Die Abderhaldensche Reaktion, 8.200. Berlin 1922). 


AuBerdem ist zu beriicksichtigen, daB die Frage, ob ein Kolloid 
durch eine Membran hindurchtritt oder nicht, auch abhangt von der 
GréBe seiner Teilchen im Verhaltnis zur PorengréBe der Membran. 
Es ist durchaus méglich, daB eine Membran, die fiir eine kolloide 
Lésung undurchlassig, fiir eine andere durchlassig ist. 


Ferner habe ich bei meinen Ultrafiltrationsversuchen, obwohl 
ich mit sehr dichten Ultrafiltern gearbeitet habe, keine Lésungen 
erhalten kénnen, die frei von EiweiB bzw. koagulablem Stickstoff 
waren. Klewitz und Wigand scheinen ihre ultrafiltrierten Lésungen 
nicht auf EiweiB oder koagulablen Stickstoff geprift zu haben. Sie 
schreiben nur, die Ultrafilter seien ,,kongodicht** gewesen. 


Zu 2. Klewitz und Wigand, Jadassohn, Jadassohn und Zaruski, 
Fiilleborn und Kikuth behaupten, ihre allergenhaltigen Losungen 
enthielten kein EiweiB, weil die EiweiBreaktionen negativ ausfielen. 
Nach meiner Ansicht handelt es sich hierbei um eine Quantitatsfrage. 
Als Stiitze fiir diese Behauptung sei folgendes angefiihrt: Es wurden 
mit den Alkoholfillungen eines Alopecuruspollenextraktes, die 0,011, 
0,005 und 0,001 mg N pro Kubikzentimeter enthielten (der N-Gehalt 
ist aus der analysierten Ausgangslésung berechnet), deutlich positive 
Hautreaktionen mit der Skarifikationsmethode erhalten. Die ver- 
schiedenen EiweiBreaktionen, die an Dactylis-, Alopecurus- und Roggen- 
alkoholfallungen angestellt wurden, fielen wie folgt aus: 
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Tabelle V. 


Ausfall der qualitativen EiweiBreaktionen bei verschiedenen Alkohol- 





fallungen. 
: Dactylis, mg N ecm * Alopecurus,mg Nicem Roggen,mg N/cem 
Reaktion iS anes 
0,06 0.08 0.01 0.007 0,12 0.01 0.0075 O16 O08 0.04 
. schwach 

Biuret 4 0 _ n 0 0 

rosa 
: ee Opales- : Opales- ; 
Sulfosalicylsaure . anon ow 0 0 
Ferrocyankalium t 0 . om a= \ 0 
Millon... .. ‘ae oe ae eee 0 


* Der Stickstoffgehalt ist aus der analysierten Ausgangslisung berechnet. 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, fielen bei Dactylis- und Alopecurus- 
fallungen die Biuretreaktion bei 0,01 mg N, die mit Sulfosalicylsiure 
bei 0,007 mg N pro Kubikzentimeter bereits negativ aus, d.h. bei 
einer Konzentration, die 7 bzw. 10mal so stark war als diejenige, bei 
der die Hautreaktionen noch deutlich positiv ausfielen. Bei den Roggen- 
fallungen waren die Reaktionen bei 0,04 mg N pro Kubikzentimeter 
schon negativ bzw. kaum noch erkennbar. 

Zu 3. Die Einwiande, die ich gegen die Untersuchungen iiber die 
Wirksamkeit tryptisch verdauter Extrakte zu machen habe, habe 
ich weiter vorn angefiihrt. 

Auf Grund dieser Versuche glaube ich behaupten zu kénnen, 
daB bisher kein Beweis fiir die Nicht-EiweiBnatur der Allergene er- 
bracht worden ist. 


Zusammenfassung. 

1. In Fortsetzung friiherer Versuche gelingt es, Meerschweinchen 
gegen die Ammonsulfatfallung aus Gansefedernextrakt zu sensi- 
bilisieren. 

2. Ferner zeigt es sich im Tierversuch, daB das wirksame Prinzip 
von Dactylispollenextrakt durch Alkohol und Ammonsulfat fallbar 
ist. Diese Fallungen geben positive EiweiBreaktionen. 

3. Das Filtrat der Alkoholfallung dieses Extraktes ist unwirksam. 

4. Versuche mit tryptisch verdauten Pollenextrakten (Dactylis 
glomerata) bzw. Pollenalkoholfaillungen fiihrten zu keinem eindeutigen 
Ergebnis. 


5. Bei der naiheren chemischen Analyse der wirksamen Pollen- 
alkoholfillungen (Dactylis, Alopecurus, Roggen) laBt sich mit  ver- 
schiedenen Reaktionen (Sulfosalicylsiure, Biuret, Millon, Ferrocyan- 
kalium) Eiweif nachweisen. Die Fallungen enthalten mit Eisen- 
hydroxydsol (nach Michaelis und Rona) fallbaren Stickstoff, der quanti- 
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tativ mit der Mikrokjeldahlmethode nachgewiesen wurde. Ein anderes 
kolloides Prinzip wie Gummi oder Schleim ist nicht nachweisbar. 

6. Es wird gezeigt, daB die Versuche derjenigen Autoren, die sich 
gegen die Eiweifnatur der Allergene wenden, einer strengen Kritik 
nicht standhalten. 

7. Auf Grund unserer bisherigen Versuche und in Anlehnung 
an die Anschauungen insbesondere von Wells iiber die Natur der 
Antigene, diirfte es sich bei dem wirksamen Prinzip der Pollenallergene 
um einen EiweiBkérper oder um einen an einen EiweiBkorper gebundenen 
Stoff handeln. 


Die Mittel zur Beschaffung der notwendigen Versuchstiere wurden 
teilweise von der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, der wir 
an dieser Stelle danken, zur Verfiigung gestellt. 

Fraulein Charlotte Hoffmann danke ich fiir ihre verstandnisvolle 
Mitarbeit. 
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Uber den Katalasegehalt des Blutes bei Luftverdiinnung. 


Von 
T. Radeff. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Mdrz 1930.) 


Um die Bedeutung der Katalase fiir die Lebensvorgange kennen- 
zulernen, sind zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt worden, in denen 
der Katalasegehalt des Blutes unter verschiedenen Lebensbedingungen 
studiert worden ist. Unter anderem ist auch aus bestimmten theore- 
tischen Griinden, die sich auf Veranderungen der Oxydationsprozesse 


A] 


beziehen, der EinfluB des Héhenklimas untersucht worden. 


Alexeejf' fand, daB der Katalasegehalt des Blutes bei den Berg- 
bewohnern in der Nahe von Taschkent gr6éBer ist als bei den Bewohnern 
der Vorberge und der Taler. Bei neu nach den Bergen zugereisten Personen 
stieg der Katalasegehalt innerhalb von 3 Wochen ganz bedeutend und 
betrug nach einem sechs- bis siebenwéchigen Aufenthalt in den Bergen 
etwa 70°, mehr als im Antang*. Der erhéhte Katalasegehalt des Blutes 
wird von ihm in Zusammenhang mit einer Erhéhung der Oxydations- 
prozesse gebracht und als Bestatigung der Annahme betrachtet, daB der 
Katalase eine Schutzrolle bei den  biologischen Oxydationsprozessen 
zukommt. 


Im Héhenklima wirken auf den Organismus zahlreiche Faktoren 
ein, von denen verminderter Luftdruck und verminderte Sauerstoff- 
spannung, verainderte Verhaltnisse der Strahlung, Luftfeuchtigkeit und 
Temperatur besonders bemerkenswert sind. Einzelne dieser Faktoren 
sind bereits in ihrer Wirkung auf den Katalasegehalt des Blutes unter- 
sucht worden. 


So fand Pincussen*, daB der Katalasegehalt nach Bestrahlung abnimmt, 
was auch von Koldajew und Altschuller* kiirzlich bestatigt wurde. Ale.wreeff® 


1 Alexeeff, diese Zeitschr. 173, 433, 1926. 
2 Derselbe, ebendaselbst 192, 41, 1928. 
3 Pincussen, ebendaselbst 168, 474, 1926. 
Koldajew und Altschuller, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chem. 
186, 223, 1930. 
5 Alexeeff, diese Zeitschr. 216, 301, 1929. 


4 








446 T. Radeff: 


studierte die Wirkung der Luftfeuchtigkeit, der Temperatur und des Windes 
auf die Blutkatalase und fand eine Vermehrung bei sinkender Temperatur 
sowie bei Zunahme der Windstiarke, eine Abnahme dagegen bei erhéhter 
Temperatur und bei geringerer Windstarke. Anderungen der katalatischen 
Fahigkeit des Blutes werden durch die Summe der Wirkungen der einzelnen 
Faktoren bestimmt. 

In der vorliegenden Untersuchung ist versucht worden, die Wirkung 
der Luftverdiinnung auf den Katalasegehalt des Blutes uwnabhdngig 
von den iibrigen Faktoren des Héhenklimas zu studieren. 


Die Versuche wurden an weiben Mausen und Ratten ausgefiihrt, 
die langere Zeit in einer Unterdruckkammer bei einem Luftdruck von 
280 mm, der einer Héhenlage von etwa 8000 m entspricht, gelebt 
hatten. Verwendet wurde die von Lintzel! beschriebene Unterdruck- 
kammer. Die Eingewéhnung der Tiere erfolgte allmahlich, indem der 
Luftdruck in der Kammer von Tag zu Tag herabgesetzt wurde, so 
daB nach 10 bis 14 Tagen der genannte Druck erreicht wurde, bei 
dem die Tiere dann noch | bis 2 Wochen verblieben. Abgesehen von 
der Verdiinnung der Luft lebten die Tiere unter denselben Bedingungen 
wie die Kontrolltiere, die in gleichfalls gut ventilierten GlasgefiBen 
gehalten wurden. Versuchs- und Kontrolltiere befanden sich in dem- 
selben Raum, so daB hinsichtlich der Luftbeschaffenheit, Feuchtigkeit 
und Temperatur gleichartige Lebensbedingungen gewahrleistet waren. 
Dasselbe gilt auch fiir die Einwirkung des Lichtes, wozu noch be- 
sonders zu bemerken ist, daB die Tiere niemals direktes Sonnenlicht 
gehabt haben und das diffuse Tageslicht, das zu ihnen gelangte, durch 
doppelte Fensterscheiben aus gewohnlichem Glas und die dicken Wande 
der Glaskafige dringen muBte. Selbstverstaindlich war auch die Er- 
nihrung der Tiere, Kérner, Fleisch und Milch, dieselbe. Erscheinungen 
einer Avitamose wurden niemals beobachtet. 


Da man die Verhaltnisse in der Unterdruckkammer als besonderes 
Klima auffasen kann, das sich von dem Klima des Laboratoriums 
nur durch den Luftdruck unterscheidet, kann man die eingewéhnten 
Tiere als akklimatisiert bezeichnen. Solche Tiere wurden auch wieder 
in normalen Druck zuriickgebracht, jedoch nicht langsam, sondern 
ohne weiteres. Diese Tiere wurden der Kiirze wegen als reakklimatisierte 
bezeichnet. In Parallelversuchen wurden auch Tiere ohne langsame 
Anpassung im Laufe von | bis 2 Stunden dem Luftdruck von 280 mm 
ausgesetzt. Diese Tiere, bei denen die Wirkung der Luftverdiinnung 
akut einsetzte, wurden in der Regel schon innerhalb der ersten 10 Tage 
untersucht, da bei langerer Versuchsdauer mit ihrem Ableben zu 
rechnen war. 


1 Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 87, 137, 1928. 
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Zur Blutuntersuchung wurde bei den Tieren sofort nach Verlassen der 
Kammer der Schwanz mit Ather abgerieben und kupiert und das aus- 
tretende Blut zur Bestimmung der Zahl der roten Blutkérperchen, des 
Hamoglobin- und Katalasegehalts verwendet. Jedes Tier wurde nur einmal 
zur Blutuntersuchung herangezogen. Zur Blutkérperchenzaihlung diente 
die Zahlkammer nach Thoma-Zeiss, der Hamoglobingehalt wurde mit 
dem Kolorimeter von Aztenrieth als Haimatin bestimmt. Ich gebe den 
Hamoglobingehalt in 10~* Mol pro Kubikzentimeter an. Eine Umrechnung 
ist nach der Gleichung 

10—* Mol = 16,6 mg Hamoglobin = 0,0224 ccm O, 
méglich. 

Der Katalasegehalt des Blutes wurde nach der Vorschrift von Bach 
und Subkowa! bestimmt, mit der Verinderung, daB bei den Miusen statt 
7cem Wasser + 2cem 1°,iger Wasserstoffsuperoxydlésung + leem Blut- 
lésung 1: 1000 ein Mischungsverhiiltnis 6 cem Wasser -+- 2 cem Wasserstoff- 
superoxyd + 2 ccm Blutlésung genommen wurde, da der Katalasegehalt im 
Blute dieser Tiere klein ist. Es wurden doppelte Bestimmungen gemacht, 
die stets gut iibereinstimmten. Der Mittelwert wurde in die Tabellen aut- 
genommen. / 


In den Tabellen sind folgende Werte angegeben: Versuchsdauer 
(auBer TabellenI und V), Gewicht der Tiere? bei Versuchsbeginn 
und -ende, Zahl der roten Blutkérperchen, Hiamoglobingehalt, Farbe- 
index, die Katalasezahl, d.h. die Wasserstoffsuperoxydmenge in Milli- 
gramm, die durch 1 ccm Blut in 30 Minuten zersetzt wird, ferner der 
Katalaseindex, d. h. die Wasserstoffsuperoxydmenge in Milligramm, die 
durch | Million rote Blutkérperchen zersetzt wird. 


Tabelle I. 
Normale Mause. 





Xr. Gewicht Om —— Firbeindex —- a 
g zahl 106 10-6 Mol/eem _ meen 
1 17 11,27 7,6 0,82 2,64 0,23 
2 18 11,50 8,2 0,87 3,86 0,34 
3 19 13,10 11,2 1,04 4,28 | 0,33 
4 19 9,67 9,0 1,13 4,52 0,47 
5 20 11,50 8,2 0,87 3,86 0,34 
6 22 12,13 10,6 1,06 4,94 041 
7 23 11,06 9,0 0,99 3,15 0,28 
8 25 12,61 11,0 1,06 4,37 0,35 
9 28 9,97 9,1 1,11 2,97 0,30 


In Tabelle I sind Mause derselben Zucht, der auch die Versuchs- 
tiere entstammen, aufgefiihrt. Die Katalasezahl schwankt von 2,64 
bis 4,94, der Katalaseindex von 0,23 bis 0,47. 


1 Bach und Subkowa, diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 

2 Es handelt sich zum Teil um dieselben Tiere, die Lintzel und Radeff 
(Pfliigers Arch. 222, 674, 1929) zu anderen Untersuchungen verwendet 
haben. 
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Tabelle II. 


Akklimatisierte Mause. 





Versuchs- Gewicht in g _ Blut- Haimoglobin- Sesion. | Ketetene~ | Ratelase- 

Nr. dear 4 Witieeetieen. . ‘urbe atalase- Katalase 
Tage Anfang | Ende . a ~y 10-¥ Mol/cem index zahl index 
10 31 17 14 16,30 14,4 1,07 5,59 0,34 
11 15 17 16 16,53 14,6 1,08 5,68 0,34 
i2 18 17,5 | 15 14,29 13,4 1,14 5,80 0,41 
13 18 17,5 | 16 14,51 12,2 1,02 6,33 0,44 
14 19 17,5 | 18 14,71 15,0 1,25 6,47 0,44 
15 25 17,5 | 14 16,95 13,2 0,95 6,51 0,38 
16 17 19 14,5 17,14 14,6 1,04 5,24 0,31 
17 17 25 16,5 16,35 16,2 1,21 5,42 0,33 


Die Tiere haben sich verhaltnismaBig leicht an den niedrigen 
Luftdruck gewéhnt. Sie verhielten sich in der Regel ruhig und saBen 
eng zusammen. Der Gewichtsverlust ist bei den gréBeren, offenbar 
alteren Tieren erheblicher als bei den kleineren. Der Katalasegehalt 
des Blutes zeigt sich bei diesen Tieren (Tabelle Il) merklich erhéht. 
Vergleicht man diese Zunahme mit der Vermehrung der roten Blut- 
kérperchen, so zeigt sich annaihernd Proportionalitat, was in der un- 
gefihren Konstanz des Katalaseindex zum Ausdruck kommt. Der 
héchste Wert des Katalaseindex bei Maus Nr. 13 und 14 reicht mit 
0,44 nicht an den héchsten Wert der Normaltiere bei Maus Nr. 4, wo 
er 0,47 betragt, heran. So niedrige Werte, wie bei einigen Normal- 
tieren werden allerdings bei den akklimatisierten nicht beobachtet. 


In der folgenden Tabelle sind die Werte aufgefiihrt, die bei akut, 
d. h. ohne langsame Gewéhnung, in den Unterdruck gebrachten Mausen 
gefunden wurden (Tabelle IIT). 


Tabelle ITI. 


Mause bei akuter Luftverdiinnung. 





Versuchs- || Gewicht in g Blut- Himoglobin-| , " ear ow 
_ dauer tenared ‘ Firbe- Katalase- Katalase- 
ae. Tage Anfang) Ende | k ahi any sg tities index zahl index 
18 9 17 11 11,84 8,0 0,83 4,67 0,39 
19 11 19 14 14,99 11,8 0,97 6,40 0,43 
20 1 19 18 10,02 9,8 1,17 5,97 0,60 
21 1 20 18 12,45 9,8 0,96 3,31 0,27 
22 11 21 16 13,38 12,2 1,12 640 0,48 
23 4 21 17 15,44 10,6 0,84 4,54 0,29 
24 2 22 19 11,06 9,1 1,00 3,25 0,29 
25 7 22 18 11,86 11,0 1,13 4,11 0,35 
26 4 24,5 18,5 13,01 10,7 1,00 4,54 0,35 
27 5 25,5 | 20 11,57 9,0 0,95 3,93 0,34 
28 3 26 20,5 12,93 10,8 1,02 4,80 0,37 
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Blutkérperchenzahlen und Katalasegehalt sind bei diesen Tieren 
weniger stark erhéht, als bei den langsam eingewéhnten Tieren. Der 
Katalaseindex hat nur in einem Falle (Maus Nr. 20) einen deutlich 
héheren Wert, im iibrigen liegt er in der Schwankungsbreite bei den 
Normaltieren. 

Tabelle IV. 
Reakklimatisierte Miuse. 





Versuchsd. in Tagen | Gewicht in g 





Blut- H&moglobin- Farbe- Kata- Kata- 
Nr. Ali. | Reakkli 7. |. , || kérperchen- gehalt aie lase- lase- 
: a sen ae Ende zahl ‘08. 10 eM i ecm index zahl index 
29 20 2 17,5 | 15 14,97 12,6 1,02 4,62 | 0,31 
30 20 2 17,5 | 16 15,90 13,6 1,04 5,58 | 0,35 
31 14 6 23 20 13,18 11,0 1,02 5,24 0,40 
32 20 11 17,5 19 13,38 11,4 104 465 0,35 
33 20 18 17,5 | 21 13,61 10,3 0,93 4,72 | 0,35 


Die Mause der Tabelle IV, die langsam akklimatisiert und dann 
wieder in normalen Luftdruck gebracht wurden, sind nach der Dauer 
dieser Reakklimatisation geordnet. Bei reger FreBlust holten sie den 
Gewichtsverlust, den sie im Unterdruck erlitten hatten, bald wieder 
ein. Normale Blutverhaltnisse haben sie indessen innerhalb von 18 Tagen 
(Maus Nr. 33) nicht erreicht. Der Katalasegehalt ist noch immer hoch. 
Auch hier ist der Katalaseindex gegeniiber den Normaltieren nicht 
nachweisbar verandert. 

Gehen wir nunmehr zu den Versuchen an weiben Ratten iiber, 
so sind in der Tabelle V die Werte angegeben, die bei normalen Tieren 
gefunden worden sind. Die Tiere entstammen derselben Zucht wie 
die Versuchstiere und sind zum Teil deren Geschwister. 


Tabelle V. 


Normale Ratten. 





a. Gewicht iden. —— ae ore —- Katalase- 
g zahl 10° 10-6 Mol/eem — index 
19 177 10,13 10,4 1,02 6,73 0,66 
29 185 951 oi sa 5,50 0,58 
3c 193 8,13 — —- 6,73 0,83 
4c 199 8,62 9.5 1,08 6,67 0,78 
5Q 204 8,37 8,4 1,00 6,12 0,73 
6 ot 205 9,75 10,5 1,07 6,42 0,66 
7c 207 9,19 9,6 1,03 6,80 0,74 
8a 208 8,14 — — 7,17 0,88 
99 212 9.89 9.2 0.92 6,12 0.62 
10 o 213 9,38 9,4 1,00 7,69 0,82 
llo 213 7,82 9,1 1,15 5,62 0,72 
120 216 9,52 9.4 0,98 7,34 0,77 
Iso 216 9,85 8.0 0,80 5,60 0,57 
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Wie die Tabelle V zeigt, weisen die normalen Ratten einen etwas 
héheren Katalasegehalt im Blute auf, als die Mause, auch der Katalase- 
index ist erheblich héher, da die Blutkérperchenzahl obendrein niedriger 
als bei den Mausen ist. Der Firbeindex ist mit dem der Mause nicht 
vergleichbar, da er auf Grund der Durchschnittswerte der Normal- 
tiere errechnet wurde. 

In der Unterdruckkammer verhielten sich die Ratten ruhiger als 
die Mause, sie schliefen meistens und zeigten geringere Freblust. 
Namentlich die alteren Tiere zeigten erhebliche Gewichtsabnahme. 
In Tabelle VI sind die Werte der akklimatisierten Ratten angegeben. 


Tabelle VI. 
Akklimatisierte Ratten. 








Versuchs- Jewi i - | Hamoglobin- | - : 
Nr. _ Berrccnss a 4 neantie | oe oy Farbe- Katalase- Katalase- 

Tage Anfang Ende zahl 10° | 10-6 Moljcem index zahl index 
4c 28 138 112 11,27 11,2 0,98 9,20 0,82 
15 0 28 140 115 12,38 12,4 0,99 8,95 0,72 
16 9 28 150 | 130 11,15 12,4 1,09 = 10,25 0,92 
17 2 19 197 142 11,01 13,2 1,19 8,18 0,74 
18 9 21 210 | 125 10,89 11,4 1.03 7,69 0,71 
19 2 20 217 | 127 16,10 17,8 1,10 11,44 0,71 


Mit der Vermehrung der Zahl der roten Blutkérperchen geht eine 
Vermehrung des Katalasegehaltes des Blutes einher, derart, daB der 
Katalaseindex bei diesen Tieren fast derselbe ist wie bei den Normal- 
tieren. Der héchste Wert bei den Versuchstieren ist mit 0,92 (Ratte 
Nr. 16) kaum verschieden von dem der Normaltiere mit 0,88 (Ratte 
Nr. 8, Tabelle V). 

Bei den akut der Luftverdiinnung ausgesetzten Ratten (Tabelle VII) 
zeigt sich gleichfalls, wenn auch in geringerem Grade, Vermebrung 
der roten Blutkérperchen und der Katalasezahl, wobei auch hier der 
Katalaseindex kaum verandert erscheint. 


Tabelle VII. 


Ratten bei akuter Luftverdiinnung. 








suchs- sewicht i - obin- > : 
Nr. . — % ety, - = bd ae. oe Farbe- Katalase- Katalase- 
Tage Anfang Ende zahl 10° 10-®Moljeem | 4X — oem 
20 2 4 184 148 10,96 10,9 0,99 5,44 0,50 
219 5 192 146 10,06 10,6 1,04 6,29 0,63 
22 9 5 207 187 10,31 11,4 1,09 8,65 0,84 
23 9 2 230 =. 204 7,99 8,1 0,99 5,54 0,69 
249 6 254 | 200 11,33 11,2 0,98 8,56 0,76 
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SchlieBlich seien noch die Werte einiger reakklimatisierter Ratten 
angefiihrt, bei denen sich die Blutverhaltnisse mehr oder weniger dem 
normalen Zustande angenadhert haben (Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 
Reakklimatisierte Ratten. 








Dauer der Gewicht 2 on " 
.elmael @ lar.| st. 27/8 |4 
gee) & |Zee ase $/3/3 
Tage 2 ae g - “ Z 
10 207 | 176 181 12,24 12,2 0,99 8,30 | 0,68 
11 182 150 | 167 11,85 11,0 0,92 5,98 0,50 
20 138 | 112 | 179 10,30 9.5 0,90 7,56 0,74 





/ 
Auch hier laBt sich keine Verinderung des Katalaseindex gegeniiber 
der Norm nachweisen. 


, . + . o. . 
Um eine Ubersicht iiber die gefundenen Zahlen zu geben, habe 
ich die Mittelwerte aus allen Zahlen in der Tabelle IX zusammengestellt. 


Tabelle IX. 


Durchschnittszahlen. 














Art des Versuchs s Zs Se Res = 4 $ 
> a or =o** = = ou 
“ee Te miei al | 
N Tage 0 == 7 oa x 
Mause, 
normal . : 9 —- '— 11,42 93 1,00 | 3,84 | 0,34 
akklimatisiert . 8 20 21 15,85 | 14.2 1,10 588 | 0,37 
a ee 11 5 20 12,60; 106 1,00 4,72 | 038 
reakklimatisiert 5 8 2 14.21/ 118 1.01 496 | 0.35 
Ratten, 
SS ge ee 13 — — 9,10 94 1,00 650 0,72 
akklimatisiert . . 6 24 30 12.13} 13,1 | 1,06 9,29 | 0,77 
akut . eg 5 4 17 10,13 | 104 1,01 6,89 0,68 
reakklimatisiert 3 14 0 11,45; 109 0,94 7,28 | 0,64 


Aus der Tabelle IX ergibt sich deutlich die Vermehrung der roten 
Blutkérperchen und der Blutkatalase unter der Einwirkung der Luft- 
verdiinnung. Gegen diese starken Ausschlaige tritt die Verainderung 
des Katalaseindex ganz zuriick, und es bleibt zweifelhaft, ob der kleinen 
Vermehrung von 0,34 auf 0,37 bei den akklimatisierten Mausen, von 
0,72 auf 0,77 bei den akklimatisierten Ratten eine Realitat zugeschrieben 
werden kann. Auch wenn man die Katalasezahl auf den Hdmoglobin- 
gehalt des Blutes bezieht, kommt man zu einer annaihernd konstanten 


ee 
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Zahl, da auch Hamoglobingehalt und Blutkérperchenzahl bei den 
akklimatisierten Tieren annahernd proportional sind, wie aus der 
Geringfiigigkeit der Veranderungen des Farbeindex zu ersehen ist. 
Beziiglich der akut in die Luftverdiinnung gebrachten Mause ist eine 
stirkere Vermehrung der Blutkatalase zu beobachten als bei den analog 
behandelten Ratten. Dies erklirt sich ohne weiteres daraus, daB die 
Mause zum Teil 11 Tage unter diesen Bedingungen ausgehalten haben, 
wahrend bei den Ratten 6 Tage nicht iiberschritten werden konnten, 
ohne daB mit ihrem Eingehen zu rechnen war. Im ibrigen zeigen 
auch diese Tiere ebenso wie die reakklimatisierten keine merklichen 
Verainderungen ihres Katalaseindex. 


Zusammenfassung. 


1. WeiBe Mause und Ratten wurden zum Teil mit langsamer 
Eingewéhnung, zum Teil ohne weiteres einem Luftdruck von 280 mm Hg, 
entsprechend einer Héhenlage von etwa 8000 m, ausgesetzt. Einige 
Tiere wurden nach erfolgter ,,Akklimatisation’’ wieder in normalen 
Luftdruck zuriickgebracht. Untersucht wurden Blutkérperchenzahl, 
Hamoglobin- und Katalasegehalt des Blutes. 

2. Unter der Wirkung der Luftverdiinnung trat eine Vermehrung 
der Blutkatalase auf, die mit der Vermehrung der Blutkérperchen- 
zahl und des Hamoglobingehalts annaihernd proportional ging, so da 
der Katalaseindex nur wenig verandert war. 

3. Beim Zuriickbringen der Tiere in normalen Druck sank der 
Katalasegehalt des Blutes im Laufe einiger Wochen wieder ab, auch 
hier ging er der Abnahme der Blutkérperchen annahernd proportional. 
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Zur Terminologie der weiblichen Sexualhormone. 


Von 


A. Lipsehiitz. 
[Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Concepcion (Chile).] 


(Eingegangen am 27. Dezember 1929.) 
| 
Die Verstaéndigung und die exakte Ausdrucksweise in der Lehre von 
den weiblichen Sexualhormonen wird weitgehend dadurch erschwert, dai 
keine einheitliche Terminologie vorliegt. 


Es besteht heutzutage vollkommene Sicherheit dariiber, daB wir 
in der endokrinen Tatigkeit des Eierstocks zwei Phasen zu unterscheiden 
haben: die follikuldre Phase und die Gelbkérperphase. 


In der follikuldren Phase wird das Hormon gebildet, das Brunst erzeugt, 
wie sie vor allem in der Umwandlung der Scheidenschleimhaut und der 
Gebarmutter zum Ausdruck kommt. Wenn auch rhythmisch wieder- 
kehrende Brunst bei der bestrahlten Maus auch dann noch méglich ist, 
wenn keine follikuléare Entwicklung mehr zustande kommt [Parkes und 
Mitarbeiter (1); Zondek und Schubert], so ist normalerweise die Bildung 
des brunsterzeugenden Hormons an die follikulare Entwicklung gebunden. 
Man hat nun die Hormone bisher stets nach deren Ursprungsort bezeichnet. 
Wir sprechen von Adrenalin, Tyroxin, Insulin. So haben wir alle Veran- 
lassung, im gegebenen Falle das vom Follikel gebildete oder im Follikei 
angereicherte Hormon als Follikelhormon (Allen und Doisy) oder besser 
als Follikulin zu bezeichnen, wie das Courrier (2) seinerzeit vorgeschlagen 
hat. Die Tatsache, daB ein im Handel befindliches Praiparat.den Namen 
Follikulin tragt, sollte uns nicht davon abhalten, diesen Namen fiir das 
Follikelhormon zu benutzen. MiSverstaéndnisse kénnen vermieden werden, 
wenn bestimmte Regeln der Bezeichnung eingehalten werden. Gibt es 
doch auch verschiedene Adrenalin- und Insulinpraéparate, die in geniigender 
Weise von den Fabriken gekennzeichnet werden. 


In der Gelbkérperphase wird das Hormon gebildet, das fiir jene uterinen 
Vorginge verantwortlich ist, die mit der Einnistung des Eies verbunden 
sind [L. Frankel (3), Ancel und Bouin (4)]. Es besteht vollkommene Sicher- 
heit dariiber, daB dieses Hormon im Gelbkérper gebildet wird, der aus 
dem geborstenen Follikel entstanden ist. Corner (5) und Mitarbeiter haben 
vor kurzem die Schwangerschaft beim Kaninchen im Laufe von 24 Wochen 
nach der Kastration, die unmittelbar nach der Befruchtung vorgenommen 
wurde, durch subkutane Zufuhr von Gelbkérperextrakten aufrecht erhalten 
kénnen. Zufuhr von Follikulin kann wohl die Entwicklung der Brustdriise, 
wie sie fiir die Gelbkérperphase charakteristisch ist, zuwege bringen; 
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experimentell kann durch Persistenz der follikularen Phase im verpflanzten 
Eierstock beim mannlichen Meerschweinchen [Lipschiitz (6)] und Kaninchen 
[Kallas und Lipschiitz (7)] die fiir die Steinachsche Hyperfeminierung 
charakteristische Entwicklung der Brustdriise erzielt werden. Niemals 
kommt aber, wie Asdell und Marshall (8), Courrier (9) und Corner (5) 
gezeigt haben, nach Zufuhr von Follikulin die Umwandlung des Uterus 
zustande, wie in der Gelbkérperphase’. Der gelbe Kérper produziert 
somit ein vom Follikulin verschiedenes Hormon, ein Luteohormon von gut 
gekennzeichneter Wirkung. 

Wie wir seit den Untersuchungen von L. Loeb (9) am Meerschweinchen 
wissen, kann die nachstfolgende Ovulation beschleunigt eintreten, wenn 
der gelbe K6érper entfernt wird; Hammond (11) hat den Befund bei der 
Kuh bestatigt. Lipschiitz und Adamberg (12) und neuerdings Kallas (13) 
zeigten in neuen Zusammenhangen, wie das Auftreten eines gelben Kérpers 
eine experimentell erzielte Dauerbrunst abbricht. SchlieBlich haben 
Papanicolaou (14), Parkes und Bellerby (15) und P.Gley (16) gezeigt, 
daB8 man durch Zufuhr von Gelbkérperextrakten die Brunst hemmen kann. 
Parkes und Bellerby haben die Brunst bei der Maus durch Gelbkérper- 
extrakte fiir fast 3 Wochen unterbrechen kénnen. Wir miissen vermuten, daB 
auch hier eine endokrine Wirkung des gelben K6rpers vorliegt; aber wir 
wissen einstweilen noch nicht, ob die hemmende Wirkung auf dasselbe 
Hormon zuriickzufiihren ist wie der Aufbau des Uterus im Beginn der 
Schwangerschaft. Es wiirde sich jedoch, um das Problem zu kennzeichnen, 
schon jetzt empfehlen, ein a-Luteohormon als das Hormon des Aufbaues 
und ein f-Luteohormon als das Hormon der Hemmung auseinanderzuhalten. 
Die Zukunft wird entscheiden, ob ein solches Auseinanderhalten notwendig 
ist oder nicht. 

Die von Aschheim und Zondek (17) gefundene Tatsache, daB der Harn 
gewaltige Mengen von brunsterzeugenden Stoffen enthalt, von denen 
wir einstweilen nicht sicher wissen, ob sie ovariellen oder plazentaren 
Ursprungs sind, versetzt uns in die Notwendigkeit, soleche Substanzen 
zu bezeichnen, ohne sie von vornherein mit Follikulin zu identifizieren. 
Dasselbe gilt fiir die Substanzen, die Loewe, Lange, Spohr (18), Dohrn 
und Mitarbeiter (19) in der Pflanze gefunden haben. Loewe (20) schlug 
den Ausdruck Thelykinine vor, Stoffe, die dem Organismus die weibliche 
Prigung geben. Nachdem wir Sicherheit dariiber gewonnen haben, daB die 
Pragung weiblicher Eigenschaften nicht nur Wirkung des Follikulins, sondern 
auch des a-Luteohormons ist, wird es zweckmaBig sein, die brunsterzeugenden 
Stoffe pflanzlichen Ursprungs auch als solche zu kennzeichnen. Hier wird sich 
wohl am besten der Ausdruck Ostrin eignen, den Parkes und Bellerby (21) 
fiir das Hormon der Follikelfliissigkeit vorgeschlagen haben. Fiir das Hormon 
des Eierstocks eignet sich der von Parkes und Bellerby in Vorschlag ge- 
brachte Ausdruck nicht, denn er beruht auf dem Prinzip der Funktion, 
wahrend wir bisher, wie gesagt, in der Terminologie der Hormone uns stets 


1) In einer soeben erschienenen Arbeit teilen L. Frankel und EL. Fels 
(Zeitschr. f. exper. Med. 68, 172, 1929) sehr interessante Versuche mit, 
die dasselbe Ergebnis hatten wie diejenigen von Corner: die Funktion 
der ausgeschalten Gelbkérper in der Schwangerschaft kann nicht durch 
Follikulin ersetzt werden. Frdnkel und Fels weisen ebenfalls darauf hin, 
daB es nicht mehr zulassig ist, von ,,dem‘“ weiblichen Sexualhormon zu 
sprechen. 
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an das Prinzip der Lokalisation gehalten haben. Fiir Substanzen jedoch, 
die nicht aus dem Eierstock stammen und Follikulinwirkung aufweisen, 
diirfte sich der Ausdruck Ostrin gut verwenden lassen. Pflanzen oder 
Pflanzenteile enthalten so und so viel Einheiten Ostrin. Der mannliche 
Harn enthalt Ostrin. Es ist die Frage zu erértern, ob diese Ostrine 
Follikulin sind oder nicht, inwiefern sie sich in ihren Eigenschaften vom 
Follikulin unterscheiden usw. Das gleiche gilt fiir die brunsterzeugenden 
Stoffe des Schwangerenharns. Es ist zu untersuchen, ob ein mit dem 
ovariellen Follikulin identisches Ostrin vorliegt oder nicht; Laqueur und 
Dingemanse (22) haben bereits auf ein unterschiedliches Verhalten des 
Follikulins aus Follikelfliissigkeit und des Ostrins aus dem Harne_hin- 
gewiesen. 
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Uber das Vorkommen yon Ostrin im Harn 
der sechwangeren Kuh. 


Von 


A. Lipsehiitz und 8. Veshnjakov. 
{Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Concepcion (Chile)]. 


( Eingegangen am 27. Dezember 1929.) 


I. Einleitung und Fragestellung. 


Nachdem Zondek und Aschheim gezeigt hatten, daB sehr groBe 
Mengen von Ostrin im Harn der schwangeren Frau zu finden sind, 
muBte die Frage des Ostringehalts im Schwangerenharn auch bei 
anderen Arten aufgeworfen werden. 

Wir haben bereits vor kurzem mitgeteilt (1), daB aus dem Harn 
der schwangeren Kuh nur geringe Mengen von Ostrin gewonnen werden 
kénnen, wenn man mit denselben Methoden extrahiert, wie bei der 
schwangeren Frau. In der vorliegenden Arbeit seien weitere Einzelheiten 
in diesem Zusammenhang mitgeteilt. 


Il. Methodisches. 


Der Harn wurde uns von der Musterwirtschaft Hwualpencillo bei Con- 
cepcion zur Verfiigung gestellt. Fiir jede Kuh lag die Angabe vor, an welchem 
Tage das Tier zum letzten Male gedeckt wurde. In einigen Fallen (s. Tabelle I) 
konnte spater der Tag der unterdes eingetretenen Geburt angegeben werden. 
Wir sind dem Besitzer von Hualpencillo, Mr. S. P. Price, fiir sein ver- 
standnisvolles Entgegenkommen zu groBbem Dank verpflichtet. 


Der Harn wurde spatestens 24 Stunden nach Entleerung ins Labora- 
torium gebracht und in Behandlung genommen. Nach dem Eindampfen 
wurde mit Alkohol extrahiert. Der nach Abdestillieren des Alkohols ver- 
bleibende Riickstand wurde mehrmals mit Ather extrahiert. Die atherische 
Lésung wurde mit einer geringen Menge Natronlauge behandelt. Der 
nach Verdampfung des Athers erhaltene Riickstand wurde in Alkohol 
aufbewahrt. Mit der gleichen Methode (2) kann man aus dem Harn der 
Frau aus der zweiten Halfte der Schwangerschaft bis 30000 M.-E. im 
Liter extrahieren (3). 

Die Eichung wurde in der Weise vorgenommen, daB die zu verab- 
folgende Menge auf sechs Gaben in 60 Stunden verteilt wurde. Als Ver- 
suchstiere dienten kastrierte Maéuse. Wir danken Herrn cand. med. 
E. A. Wilckens fiir die bei der Eichung geleistete Hilfe. 
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Ill. Ergebnisse. 


In der folgenden Tabelle ist das Ergebnis von 7 Versuchen zu- 
sammengefaBt. 
Tabelle I. 


Harn vom 12. Juni 1929. 





Wirksame 


Be- Dauer Grenzdosis. Ergebnis 
zeich- +... 2 Deckung M.-E. Injizierte Saale ' 
“aor ger- bzw. Geburt sane — der Patterung 
Kuh schaft : an aw —— 
Monate | in eem Harn ine 
Nr. 4 0 Gedeckt am 3. VI. > 125 8 2c Weide und Stall- 
1929. Schwan- 2C fatter (Heu) 
gerschaft nicht 
eingetreten. 
Nr. 2 2 Zum letzten Mal 800 1,3 8C Stallfutter (Heu) 
gedeckt 20. IV. LC mit Zulage von 
1929. Schwang. Salzmischung, 
Malzabfillen u. 
Weizenkleie 
Nr. 5 3 Zum letzten Mal 200 5 C Weide 
gedeckt 13. IV. 0 
1929. Schwang. 
Nr. 3 41, Zum letzten Mal > 125 8 3C Weide und Stall- 
gedeckt am 24. I. 3C futter (Heu) 
1929. Geburt C 
7. XI. 1929. LC 
LC 
E 
Nr. 7 8 Zum letzten Mal > 60 17 20 Weide 
gedeckt 16. X. C 
1928. Geburt ( 
30. VIL. 1929. Cc 
LC 
E 
Nr. 6 8 Zum letzten Mal' < 60 15 8C Weide und Stall- 
gedeckt 14. X. LC futter 
1928.  Geburt E 
22. VII. 1929. E 
E 
0 
Nr. 1 ? Aus andererWirt- 600 1,6 8C Weide u. griiner 
schaft, als ,, hoch- Klee 
trachtig* —_be- 
zeichnet. 


In der letzten Rubrik ist allein das Ergebnis bei Zufuhr der Grenz- 
dosen angefiihrt. Mit gréBeren Dosen bekamen wir die bekannten Er- 
scheinungen: gréBere Haufigkeit der positiven Falle und langere Dauner 
des Schollenstadiums. 
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Die Zahl vor C bedeutet, wievielmal reines Schollenstadium bei zweimal 
taglich wiederholtem Ausstrich vorlag. LC bedeutet, daB auf einen leuco- 
cytenfreien Prooestrus, durch Epithelien im Ausstrich gekennzeichnet, 
Schollen mit Leucocyten folgten. E bedeutet, daB8 nur leucocytenfreier 
Prooestrus zustande kam. 0 keine Reaktion. — Vgl. A. Lipschiitz, diese 
Zeitschr. 215, 1929.) 

Wir haben Ostrin in keinem einzigen Harn vermiBt. Bemerkens- 
wert ist, daB man auch bei Kuh Nr. 4, wo sicher noch keine Schwanger- 
schaft vorlag, Ostrin nachweisen konnte. 

Die Mengen waren zuweilen sehr gering; das Maximum betrug 
weniger als 800 M.-E. im Liter. 

Die gewaltige Zunahme der Ostrinmenge in der Schwangerschaft, 
wie das bei der Frau der Fall ist, ist hier nicht vorhanden. Wir fanden 
bei der Kuh im fiinften bis achten Monat Ostrinmengen von derselben 
GréBenordnung wie in der ersten Halfte der Schwangerschaft. 

Bei der Beurteilung der hier aufgeworfenen quantitativen Frage 
ist jedoch noch folgendes Moment zu beriicksichtigen. Nachdem wir 
bei einigen Tieren die erste Eichung vorgenommen hatten, um uns 
iiber den Ostringehalt zu unterrichten, fiihrten wir in der von Burn- 
Coward (4) und Parkes (5) angegebenen Weise den ,,Gruppenversuch“ (3) 
aus. Wir konnten uns dabei in drei Fallen itiberzeugen, da®B der Extrakt 
aus dem Harn der Kuh nicht sehr haltbar ist. Konzentrierte und nicht 
sehr weitgehend gereinigte Extrakte aus weiblichem Schwangerenharn 
kénnen monatelang aufbewahrt werden, ohne da8 eine EinbuBe an 


Tabelle II. 





Bezeichnung Datum Zugefiihrte Extraktmenge Zahl der 


der Kuh der Priifung in cem Harn ausgedriickt benutzten Tiere Ergebnis 


Nr. 2 22. VIII. 1,3 2 3C 
LC 


Nr. 2 # 2.6 6 C 
L c 

LC 

E 

0 

0 


Nr. 6 29. VIII. 30 2 $C 
a0 


Nr. 6 4. X. 15 6 3C 

AE 
E 
E 
E 
0 


Nr. 6 8. XI. 15 15 Samtlich 
0 
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Wirksamkeit erfolgt; wir haben noch vor kurzem einen Extrakt unter- 
sucht, den wir 1! Jahre nach der Herstellung ebenso wirksam fanden 
wie zuvor. Erst bei hochgradig gereinigten wasserléslichen Praparaten 
aus dem weiblichen Harn laBt sich eine Abnahme der Wirksamkeit 
beim Stehen feststellen, ohne daB diese Extrakte unwirksam werden. 
Bei den Extrakten aus dem Harn der Kuh konnten wir nun feststellen, 
da8 auch das ungereinigte Priparat seine Wirksamkeit nicht un- 
verindert beibehalt. Es seien beispielsweise die folgenden Eichungen 
mitgeteilt (siehe Tabelle IT). 


So geben uns die Ostrinwerte in Tabelle I vielleicht einen ge- 
ringeren Gehalt an, als im frischen Harn vorhanden, so da der ver- 
gleichende Wert dieser Zahlen natiirlich abgeschwicht wird. Nach 
alledem hatten wir kein Interesse daran, eine genauere Bestimmung 
des Gehalts an Ostrin im Harn der Kuh, in M.-E. ausgedriickt, vor- 
zunehmen, und wir beschriinkten uns auf die Angaben, die wir in den 
vorlaufigen Eichungen gewannen. 


IV. Besprechung der Versuche. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, ging der Ostringehalt. des Harnes 
bei zwei Tieren iiber das geringe Maf von 100 bis 200 Einh. hinaus. 
Die eine dieser beiden Kiihe stammte von auswiarts, die andere gehérte 
zur Gruppe der Kiihe Nr. 2 bis 6 aus Hualpencillo. Wir fragten uns 
darum, ob nicht der héhere Ostringehalt bei diesen zwei Tieren durch 
besondere Fiitterungsverhaltnisse bedingt sein kénnte. Wir erhielten 
von Hualpencillo fiir jede Kuh ins Einzelne gehende Auskunft iiber 
die Fiitterung am Tage der Harnentnahme und an den _ voraus- 
gegangenen Tagen. Dabei machten wir die tiberraschende Feststellung, 
daB Kuh Nr. 2 als einziges Tier der Tabelle I eine bestimmte Zulage 
zum Stallfutter erhielt. 


Wie in der Tabelle I vermerkt, weideten die Kiihe Nr. 5 und 7 Tag 
und Nacht, wahrend Nr. 4, 3 und 6 am Tage drauBen weideten und fiir 
die Nacht Stallfutter erhielten, das jedoch aus Heu derselben Weide 
bestand. Nur Kuh Nr. 2 gehérte zu einer Gruppe von Tieren, die eine 
Zulage zum Stallfutter erhielt. Diese Zulage bestand aus Salzmischung, 
Weizenkleie und dem Abfall von gekeimter Gerste, wie sie nach dem 
Putzen des Darrmalzes in der Brauerei gewonnen wird. 


Die Tatsache, da8 der Ostringehalt des Harnes bei der einzigen 
Kuh, die die erwahnte Futterzulage erhielt, viel gréBer war als bei den 
anderen von uns untersuchten Tieren, ist gewil3 von Interesse. Sie labt 
vermuten, da der Gehalt des Harnes der Kuh an Ostrin auf das Futter 
zuriickzufiihren ist. Es handelt sich augenscheinlich um brunsterzeugende 
Substanzen, wie sie seinerzeit Loewe, Lange und Spohr (6), Dohrn und 
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Mitarbeiter (7) in Pflanzen gefunden haben. Man kénnte unseren 
Befund auch zugunsten der von Fee, Marrian und Parkes (8) aus- 
gesprochenen Vermutung verwerten, daB das Ostrin im minnlichen 
Harn [Laqueur (9), Loewe (10)] aus der Nahrung stamme. 

Eine bevorstehende langere Reise des einen von uns gestattet 
uns augenblicklich nicht, die Untersuchungen tiber den Ostringehalt 
des Kuhharns fortzusetzen. Vor allem ware von Interesse, eingehender 
zu untersuchen, ob und wie der Ostringehalt des Harns durch das 
Futter beeinfluBt wird. 


V. Zusammenfassung. 


Der Harn der nichtschwangeren und schwangeren Kuh enthilt 
Ostrin, das sich in derselben Weise aus dem Harn extrahieren laBt, wie 
das Follikulin aus dem Harn der schwangeren Frau. 

Die Mengen von Ostrin, die aus dem Harn der Kuh gewonnen 
werden kénnen, sind im Vergleich zum Harn der Frau sehr geringfiigig. 
Sie betrugen im Héchstfall etwa 800 M.-E. im Liter. 

Eine Zunabme des Ostringehalts im Verlauf der Schwangerschaft 
konnte nicht festgestellt werden. 

Es wird die Frage aufgeworfen, ob das Ostrin des Kuhharns Folli- 
kulin sei, oder ob es sich um ein mit der Nahrung eingefiihrtes Ostrin 
handle. 

Literatur. 
1) A. Lipschiitz, S. Veshnjakov und E. A. Wilckens, C. r. Soc. Biol. 
1929. — 2) S. Veshnjakov und A. Lipschiitz, diese Zeitschr. 210, 348, 1929. 
- 3) A. Lipschiitz, ebendaselbst 215, 222, 1929. — 4) K.H.Coward und 
J.H. Burn, Journ. of Physiol. 68, 270, 1927; J. H. Burn, Methods of 
Biological Assay, Oxford 1928. — 5) G@.F. Marrian und A. S. Parkes, 


Journ. of Physiol. 67, 389, 1929. — 6) S. Loewe, F. Lange und F. Spohr, 


diese Zeitschr. 180, 1, 1927. — 7) M. Dohrn, Klin. Wochenschr. 6, 359, 1927. 
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Uber die biologische Zuckerbestimmung mit Hilfe des 
Colibacillus und ihre Anwendungen. 


Von 


Kurt P. Jacobsohn. 
(Aus dem Instituto Rocha Cabral in Lissabon.) 
(Eingegangen am 22. Februar 1930.) 

Fir Untersuchungen iiber den Fermentstoffwechsel der Bakterien 
geben Rona, Nicolai und Nachmansohn' eine neue gasanalytische 
Zuckerbestimmungsmethode an; diese beruht darauf, da speziell 
die Glucose durch Colibakterien in bicarbonathaltiger Ringerlésung 
anaerob vergoren und die durch entstehende Séure frei gemachte 
Kohlensiure manometrisch gemessen wird. In den ersten drei Ver- 
6ffentlichungen fuBt die Methode auf der Annahme, da B. coli die 
Glucose unter anoxybiontischen Bedingungen glatt in zwei Molekiile 
Milchséure aufspalte; in der vierten Publikation jedoch geben die 
Autoren an, daB nur ,,20 bis 30°, des Zuckers zu Milchsaéure abgebaut** 
werden, ohne da8 andere Zersetzungsprodukte der Glucose beriicksichtigt 
wiren. Bemerkenswerterweise finden nun Rona und Mitarbeiter ein 
stéchiometrisches Verhaltnis zwischen den durch ,,fixe Saure‘ aus- 
getriebenen Kohlensiuremengen und den vergorenen Zuckerquantitaten. 

Seit der alten Arbeit Hardens? und vieler anderer Forscher ist jedoch 
bekannt, daB auBer Milchsiure auch Essigsiure, Ameisensfiure, Bern- 
steinsdure, Athylalkohol, Wasserstoff und Garungskohlensaure regel- 
maBige Zerfallsprodukte der Zuckerzersetzung durch B. coli sind. 
Diesem Umstand haben allem Anschein nach Rona und seine Mit- 
arbeiter ebensowenig Rechnung getragen, wie der oft gemachten 
Beobachtung, da die Leistungen der Colibakterien betrachtlichen 
Schwankungen unterworfen sind. 

Es schien in Anbetracht dieser feststehenden Tatsachen unwahr- 
scheinlich, daB unter den Arbeitsbedingungen von Rona und seinen 


1 PP. Rona und H.W. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 82, 212, 1926; 
H. W. Nicolai, ebendaselbst 179, 86, 1926; P. Rona, D. Nachmansohn und 
H. W. Nicolai, ebendaselbst 187, 328, 1927. 

2 4A. Harden, Journ. of chem. Soc. 79, 610, 1901. 
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Mitarbeitern der Reaktionsmechanismus der Coligérung so grund- 
legend verindert sein sollte, daB ein klarer und eindeutiger Verlauf der 
Garung und damit ein festes Fundament fiir eine quantitative Methode 
gegeben wire. 

Zur Klarstellung der Frage nach dem Charakter der entstehenden 
Sduren wurden sieben Stimme! des Bakteriums unter den fiir die 
biologische Zuckerbestimmung empfohlenen Bedingungen auf ihren 
Stoffwechsel untersucht. In jedem Falle wurden — aufer Milchsdéure — 
Essigsdure, Ameisensdure und Bernsteinsdure als Zerfallsprodukte der 
Dextrose gefunden, die alle CO, in dquivalenten Mengen aus dem Bicarbonat 
frei machen. Dieses Ergebnis bestatigen auch Rona und Fabisch? in 
kiirzlich erschienenen ,,Untersuchungen tiber den Blutzucker‘‘; jedoch 
revidieren die Autoren ihre Ansicht nicht, daB die von dem Gemisch 
der Sauren ausgetriebene Kohlenséure in stéchiometrischem Verhiltnis 
zur vergorenen Zuckermenge stehe. Es miiBten also fiir das jeweilige 
Defizit an Milchséure aquivalente Mengen der anderen Sauren auftreten. 


Dieser Annahme widerspricht schon eine Betrachtung des Garungs- 
ablaufs: 


Fromageot* hat mit der von Neuberg und Kobel ausgearbeiteten Methodik 
festgestellt, daB das Methylglyoxal das fiir die Endprodukte des Zucker- 
abbaues durch B. coli gemeinsame Zwischenglied ist, und damit auch den 
weiteren Weg des Zerfalls klargelegt. Auf der einen Seite wird ein Teil 
des Methylglyoxals durch die von Neuberg und Gorr* in den Colibakterien 
nachgewiesene Ketonaldehydmutase zu Milchsaure stabilisiert, andererseits 
fiihrt der Weg vom Methylglyoxal zur Brenztraubensdéure. Diese liefert 
im weiteren Verlauf durch Einwirkung der Carboxylase Kohlendioxyd und 
Acetaldehyd, der zu Alkohol und Essigséure dismutiert wird. 


Dieser Verlauf kann nach der durch Neuberg und Kobel® erfolgten 
quantitativen Isolierung der Brenztraubensaéure als Durchgangsglied der 
alkoholischen Zuckerspaltung und nach Abfangen der Acetaldehydstufe 
bei der Coligérung durch Neuberg und Nord® nicht zweifelhaft sein. Der 
Gehalt der Colibakterien an Carboxylase ist durch die Arbeiten von de Graaf 
und Le Févre’? bewiesen; Newberg und Windisch® haben die 'Tatigkeit der 
Mutase sichergestellt, die den Acetaldehyd glatt zu Alkohol und Essigséure 
dismutiert. 


1 Fiir Ziichtung der frischen Reinkulturen des B.coli bin ich dem 
Institut fiir Bakteriologie in Lissabon zu Dank verpflichtet. 
2 P. Rona und W. Fabisch, diese Zeitschr. 217, 1, 1930. 
Cl. Fromageot, ebendaselbst 216, 467, 1929. 
C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 
C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 216, 493, 1929. 
C. Neuberg und F.F. Nord, ebendaselbst 96, 139, 1919. 
W.C.de Graaf und A.J. Le Févre, ebendaselbst 155, 313, 1925. 
C. Neuberg und F.. Windisch, ebendaselbst 166, 454, 1925, und zwar 
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In diesem Reaktionsmechanismus, der dem der dritten Vergéirungsform 
der Hefe nach Neuberg entspricht, produziert das B. coli ,,Garungswasser- 
stoff, der bei der anaeroben Oxydation des Methylglyoxals zur Brenz- 
traubenséure entsteht und keinen Akzeptor findet. Dieses Auftreten von 
Wasserstoff ist seit Frankland (1903) von fast allen Forschern angegeben, 
die sich mit der Zuckerspaltung durch Colibakterien beschaftigt haben. 

Nach dem Schema der Coligérung entstehen nun fiir je zwei Molekiile 
Methylglyoxal, die nicht zu Milchséiure dismutiert werden, zwei Molekiile 
Kohlendioxyd und neben Alkohol nur ein Molekiil Essigsiure, wo bei reiner 
Milchsiuregarung zwei Saiurediquivalente gebildet werden miiBten. Ist somit 
das Auftreten von Kohlensaéure, Wasserstoff, Alkohol und Essigséure im 
Verlauf der Zuckerspaltung durch Colibakterien sicher, so ist bis heute 
die Frage der Entstehung von Ameisenséiure und Bernsteinséiure ungeklart. 
Es gehért nicht in den Rahmen dieser Arbeit, Hypothesen iiber ihre Ent- 
stehungsweise aus den Endprodukten des beschriebenen Schemas oder 
aus Brenztraubensaiure (eventuell iiber die Fumarsaéure nach Gottschalk! 
oder dieser Bildung analog) aufzustellen; es diirfte jedoch als ausgeschlossen 
gelten, daB Bernsteinsiure und Ameisenséure zusammen mit der Essigséure 
gerade nicht mehr und nicht weniger Kohlendioxyd aus dem Bicarbonat 
austreiben, als dem Fehlbetrag an Milchsaéure entspricht. 

Die an sich schon quantitativ nicht feststehenden Verhiltnisse werden 
weiter dadurch kompliziert, daB die manometrische Zuckerbestimmung 
mittels B. coli in schwach alkalischer Lésung angestellt wird. Nach den 
Befunden von Ferndndez und Garmendia®, die versuchten, durch Zusatz 
von Bicarbonat die dritte Vergairungsform Neubergs dem B. coli aufzu- 
zwingen, war dessen Stoffwechsel unter diesen Bedingungen in der Tat 
verandert. Ein Teil des Garungswasserstoffs bewirkt hier das Auftreten 
von Glycerin; auBerdem beobachteten die Autoren gesteigerte Ausbeute 
an Essigsiure, verminderte an Alkohol; Bernsteinséiure wurde nicht ge- 
funden. Stets wurden Garungskohlensiure sowie Wasserstoff entwickelt. 


Diese Versuche waren aerob angestellt worden. Unter anoxy- 
biontischen Bedingungen priifte ich nur auf die Saure- und Gas- 
produktion, die hier allein von praktischem Interesse ist, und kam zu 
denselben Resultaten wie die spanischen Autoren; jedoch konnte, 
wie oben erwaihnt, immer Bernsteinsiure nachgewiesen werden. Bei 
den Schwankungen in den Leistungen der verschiedenen Colibakterien, 
die in der Literatur oft verzeichnet sind, kann natiirlich das Saure- 
gemisch bei den einzelnen Versuchen Verschiebungen in quantitativer 
Hinsicht unterliegen. Diese machten sich auch bei Rona, Nachmansohn 
und Nicolai (l.c.) durch die Schwankungen der Milchsiuremengen in 
verschiedenen Versuchen geltend; die Autoren fanden namlich Mengen, 
die zwischen 7 und 22°, des vergorenen Zuckers lagen. 


Es ist demnach klar, daB die Kohlensiuremengen, die unter so 
komplizierten Bedingungen ausgetrieben werden, unméglich in quanti- 


1 4. Gottschalk, H. 152, 136, 1926. 
2 O. Fernadndez und T.Garmendia, Anales soc. espanola, Fis. Quim. 
21, 481, 1923. 
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tative Beziehung zu ihrem Ausgangsmaterial, der Glucose, gesetzt 
werden diirfen. Um einer Methodik die sichere Grundlage zu geben, 
miBte der Reaktionsmechanismus in jeder Hinsicht eindeutig, leicht 
zu iibersehen und stets reproduzierbar sein. 

Dies trifft im Falle der Coligirung, die notorisch eine sogenannte 
, gemischte Garung* ist, um so weniger zu, als die in der Manometer- 
apparatur entwickelte ,,Kohlensdiure nicht nur von Saéuren aus dem 
Bicarbonat ausgetrieben ist, sondern auBerdem noch das Gasvolumen der 
Gargase enthalten muB, die nach der Darlegung des Reaktionsablaufs 
entstehen. Dieser schlieBt die Entstehung von Garungskohlensdure 
sowie Wasserstoff in sich; beide Gase kénnen auch durch Zerfall von 
Ameisensiure gebildet werden, wie schon 1875 von Hoppe-Seyler und 
dann von Pakes und Jollyman' gefunden und kirzlich wieder von 
Virtanen, Karstrém und Turpeinen? bei der Glucosegirung durch B. coli 
bestatigt ist. Das Auftreten dieser Garungsprodukte in Gegenwart von 
Bicarbonat stellten auch Fernandez und Garmendia fest. Wasserstoff 
und Kohlendioxyd sollten beide die vermeintliche CO,-Ausbeute Ronas 
und seiner Mitarbeiter erhéhen. 

Man darf als sicher annehmen, daf Methylglyoxal, das nicht 
zu Milchséure stabilisiert wird, iiber die Brenztraubenséure Acet- 
aldehyd und Garungskohlensaure liefert, oder daB jedem Molekiil 
Essigsaure, soweit sie durch Dismutation carboxylatisch gebildeten 
Acetaldehyds entsteht, zwei CO,-Molekiile entsprechen. Das Auftreten 
von Kohlendioxyd als Reaktionsprodukt der Einwirkung von B. coli 
auf Glucose diirfte auch in Gegenwart von Natriumbicarbonat nicht 
ausbleiben, da auch hier der Ertrag an Essigsiure mindestens teilweise 
durch carboxylatischen Zerfall von Brenztraubensdiure bedingt ist. 
Wohl haben Rona und Nicolai auf Garungskohlensiure gefahndet; 
ich glaube jedoch, die Autoren sind in ihren Versuchen nicht geniigend 
auf dieses Problem eingegangen. Unter den hier in Frage kommenden 
anoxybiontischen Bedingungen ist nur ein Versuch mitgeteilt worden, 
der auch qualitativ deshalb kein Ergebnis liefern konnte, weil bei 
der notwendigen Abwesenheit von Bicarbonat die auftretende Saure 
die Tatigkeit der Bakterien bald lahmte. 

Ich habe zur Klarung dieser Frage eine Reihe von Versuchen ange- 
stellt, und zwar ebenso wie Rona und Nicolai bei Abwesenheit von 
Bicarbonat. Jedoch brachte ich mit Erfolg Phosphatpuffer zur An- 
wendung und konnte so bei einem Anfangs-py von 6,4 in Eudiometerver- 
suchen feststellen, daB alle sieben untersuchten Stamme pro 40 mg 
Glucose vor der Sistierung der Garung durch Saéurenzugabe (bei py = 4,0 


1 Pakes und Jollyman, Chem. Centralbl. 1901, I, 674 und 790. 
2 4.1. Virtanen, H. Karstrém und O. Turpeinen, Naturwissensch. 17, 
877, 1929. 
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bis 4,2) 0,6 bis 1,1 com Kohlensaéure neben Wasserstoff entwickelten. 
Nach Rona und Nicolai entsprechen 40 mg Glucose 10,0 ccm aus- 
getriebener CO,; die bei obigem qualitativen Versuch gemessene 
Kohlendioxydmenge betraigt also bis zu 11°, des berechneten Gas- 
volumens, wobei keiner der Versuche bis zu Ende verfolgt wurde. 
Es ist demnach anzunehmen, daf bei der manometrischen Glucose- 
bestimmung Géarungskohlensdéure fiir ,,fixen Saéuren‘: Aaquivalente 
Mengen Kohlendioxyd angesehen wurde. 

In ebendenselben Versuchen wurden neben Garungskohlensaure 
noch etwas gréBere Mengen von Wasserstoff gebildet. Auf 40 mg 
Glucose, entsprechend 10,0ccm Kohlensaéure (nach der Berechnung 
von Rona und Nicolai), entstanden 0,8 bis 1,4 cem molekularer Wasser- 
stoff. Obgleich die biologische Zuckerbestimmung unter anaeroben 
Bedingungen angestellt wurde, scheinen Rona und Nicolai nur bei 
aeroben Versuchen auf Wasserstoff gepriift zu haben, und zwar mit nega- 
tivem Resultat'. Wie oben erwahnt, konnten anaerob in Eudiometer- 
versuchen bei py = 6,4 (ohne Bicarbonatzusatz) betrachtliche Mengen 
Wasserstoff nachgewiesen werden. 

In anaeroben Versuchen zur Ermittlung der Gasbilanz, iiber die 
unten berichtet wird, konnten auch in Gegenwart eines Uberschusses 
an Bicarbonat stets Wasserstoffmengen nachgewiesen werden, die 
nach der Art der Berechnung bei der biologischen Zuckerbestimmung 
3 bis 13°, der vergorenen Zuckermenge entsprechen. Die Ausbeute 
an Wasserstoff hingt, wie es scheint, von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Versuchslésung ab, d.h. von der Menge des Bicarbonats. 
Da dieses jedoch zum Teil waihrend des Versuchs verbraucht wird, trat 
in meinen Versuchen immer allmahliche Siuerung auf. Das py verschob 
sich so von einem Anfangs-py = 7,9 zu py = 6,9 bis 6,0, je nach GréBe 
des Bicarbonatiiberschusses iiber die entstandenen sauren Produkte. Rona 
und Mitarbeiter haben diesen Verschiebungen der Wasserstoffionenkon- 
zentration von diesem Gesichtspunkt aus keine Wichtigkeit zugemessen, 
da sie auf Wasserstoff unter diesen Bedingungen nicht gefahndet 
haben. Uberhaupt ist das Verhaltnis der Zuckermengen zu den 
Bicarbonatquantitéten in den einzelnen Versuchen dieser Autoren 
sehr verschieden, soweit aus den ver6ffentlichten Daten zu ersehen 
ist. Es ware immerhin nicht ausgeschlossen, daB der Ertrag an Wasserstoff 
praktisch gleich Null wird, wenn der Uberschu8 an Bicarbonat groB 
genug ist; doch haften auch dann der biologischen Zuckerbestimmung 
noch die anderen Fehlerquellen an. 

Zusammenfassend ist festzustellen: Das durch die manometrische 
Glucosebestimmung nach den Angaben von Rona und Mitarbeitern 


1 Diesen Mangel der Versuche Ronas und Nicolais hat schon M., A. 
Scheffer (Dissertation Delft, 1928) nachdriicklich hervorgehoben. 
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erhaltene Gas besteht erstens aus Kohlendioxydmengen, die aus Bi- 
carbonat nicht nur durch Milchséure, sondern zugleich durch ein 
quantitativen Schwankungen ausgesetztes Sauregemisch frei gemacht 
sind, zweitens aus Gdarungskohlenséure, drittens aus Wasserstoff. 
Deshalb kénnen richtige Resultate mit dieser biologischen Zucker- 
bestimmung nur durch Zufall erhalten werden. 


Leider stand mir zur Untersuchung der Gasbilanz eine Mikro-Mano- 
meter-Apparatur nicht zur Verfiigung, so daB ich auf Makroversuche zu- 
riickgreifen muBte. Jedoch sind diese noch eindeutiger. In Eudiometern 
wurden iiber Quecksilber je 40 mg Glucose in Gegenwart eines Uber- 
schusses von Natriumbicarbonat mit sieben verschiedenen Colistammen 
vergoren und die entstehenden Gasmengen unter Reduktion des ab- 
gelesenen Volumens auf die Normalbedingungen gemessen. Wie er- 
wartet, konnten nur durch Zufall die berechneten 10,0 com Gas beob- 
achtet werden. In der groBen Mehrzahl der Versuche wurden 11 bis 
13 ccm Gas ermittelt, das immer Wasserstoff enthielt, dessen Menge 
vom UberschuB8 an Bicarbonat abzuhangen scheint. Um den Einwand 
einer Schidigung des Bakteriums durch oligodynamische Einfliisse 
des Quecksilbers zu begegnen, wurden andere, analoge Versuche in 
Stickstoffatmosphare in Giarflaschen angestellt und die Gase_ iiber 
Kochsalzlésung aufgefangen. Zur Anwendung gelangten 100 mg 
Glucose, die unter dem EinfluB der Bakterien statt 25ccm bis zu 
38 ccm Gas entwickelten. Selbstverstandlich wurden zu allen Eudio- 
meterversuchen wie zu den letzteren Kontrollversuche angestellt, 
die entweder ohne B. coli oder ohne Zucker immer negative Resultate 
lieferten. 

Wiahrend diese Eudiometerversuche durchgangig zur vollkommenen 
Vergirung des Zuckers fiihrten, beschrankten sich Rona und Mit- 
arbeiter in einem Teil ihrer Versuche darauf, diese nach einer bestimmten 
Zeit zu unterbrechen und die verschwundene Zuckermenge mit dem 
gemessenen Gasvolumen zu vergleichen. So gelangten bei einem 
Ansatz! von 2,82 mg Glucose in zwei Doppelversuchen nur 0,28 bzw. 
0,45 mg Zucker zur Vergarung, wie aus der Elektrotitration der Dextrose 
vor und nach dem Versuch abgeleitet wurde. Zieht man die nach Unter- 
brechung der Garung zuletzt gemessenen Gasvolumina zu Rate, so 
entsprachen diese 0,31 und 0,27 mg Zucker, wahrend durch die Elektro- 
titration 0,28 mg Glucose ermittelt wurden. In dem anderen Versuch 
entspricht das Gasvolumen 0,42 und 0,41 mg Glucose, die Titration 
ergab 0,45 mg Zucker. (In der Berechnung setze ich wie Rona und Mit- 
arbeiter 4,0mg Hexose = 1,00ccm Gas.) In einer spiteren Publikation? 


1 Diese Zeitschr. 172, 82, 1926, und zwar §8. 102, Tabelle zu Abb. 16. 
2 Ebendaselbst 187, 328, 1927, und zwar S. 329. 
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wird die verschwundene Glucose nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 
0,622 mg Zucker der manometrischen Bestimmung entsprechen hier 
in einem Versuch 0,657 mg der Titration; andere Resultate lauten 
giinstiger, jedoch zeigen die angefiihrten Beispiele deutlich, daB die 
Differenzen bis zu 10°,, der erhaltenen Werte ausmachen. 


Viel wichtiger und ausschlaggebend sind Versuche, die zur voll- 
kommenen Zersetzung des Zuckers, d.h. zum Stillstand der Garung 
fiihren. Solche sind wohl von Rona und Nicolai angestellt worden; 
jedoch kann aus dem einen! dieser Versuche nichts gefolgert werden, 
weil die Autoren in ihrer Tabelle und Kurve Werte als Kubikmilli- 
meter CQO, anfiihren, die schwer erklarlich sind; denn auch nach ihrer 
Berechnung sind 0,6 mg Glucose nicht 91 emm CO, bzw. 0,3 mg nicht 
44.5cmm Gas fquivalent, usw. In einem ahnlichen Versuch lassen 
sich die erhaltenen Gaswerte nicht in die Kurve einsetzen®, weil sie 
nicht als Kubikmillimeter in der Tabelle angefiihrt sind., Es wird 
weiter? noch auf eine Abb. 18 verwiesen, die aber in der Publikation 
fehlt. Dagegen liefern die Blutzuckerbestimmungen von Rona und 
Fabisch (|. c.) unstreitig Resultate, die an Genauigkeit der Methode 
nach Hagedorn-Jensen nicht viel nachgeben. Trotzdem aber kann eine 
Methode, die sich auf rein zufalligen Ausgleich einer groBen Anzahl 
von Fehlerquellen stiitzt, nicht allgemeingiiltig sein, was aus den theore- 
tischen Grundlagen und meinen Versuchen folgt. 


Somit berechtigen die manometrischen Zuckerbestimmungen mit 
Hilfe des Colibacillus bisher kaum zu so weitgehenden Konsequenzen, 
wie sie von Rona und seinen Mitarbeitern gezogen wurden. 


Diese Autoren (l.c.) haben ihre Methode auch zu recht folgen- 
schweren enzymologischen Bestimmungen benutzt*. Ohne hier auf 
Einzelheiten eingehen zu wollen, kann man sagen, dab die Mehrzahl 
dieser Schliisse zum mindesten quantitativ nicht bestatigt werden 
konnte. Von grundlegender Wichtigkeit jedoch scheint mir zu sein, 
daB8 Rona und Mitarbeiter nur einmal Maltase in vielen untersuchten 
Stammen des B. coli gefunden haben, niemals Saccharase. Dem wider- 
sprechen schon unter anderem dieVersuche von de Graaf und Le Févre (1.c.), 
die diese Enzyme in den Bakterien nachzuweisen und immer Garungsgase 
wie Saurebildung festzustellen vermochten. Meine Eudiometerversuche 
in Gegenwart von Natriumbicarbonat bestatigen diese Angaben. Sie 
hatten allerdings langere Versuchszeiten als die Glucoseansitze. Maltose 


1 Diese Zeitschr. 172, 82, 1926, und zwar S. 92, Tabelle zu Abb. 6. 
2 1.¢c., und zwar S. 102, Tabelle zu Abb. 17. 

3 l.c., und zwar S. 92. 

£ Siehe auch P. Rona und J. Hefter, diese Zeitschr. 217, 113, 1930. 
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wurde immer praktisch vollkommen vergoren, Rohrzucker wurde nicht 
von allen Stémmen und auch nur zum Teil angegriffen. 


Experimenteller Teil. 


Vor Beginn der Versuche wurden alle GefaBe und Lésungen im Wasser- 
dampfstrom zweimal 40 Minuten sterilisiert; dabei trat nur eine ganz 
geringe Firbung der Glucoselésung auf. Alle Versuche wurden in sieben 
Parallelansitzen mit sieben verschiedenen Staémmen des Colibazillus an- 
gestellt. Die Reinkulturen des B. coli wurden nach den Angaben von Rona 
und Mitarbeitern fast taglich auf Schrigagar von py = 7,2 umgeimpft und 
waren im Augenblick des Giransatzes nie alter als 20 Stunden. Bei Versuchs- 
beginn wurden sie nach dem Vorgehen derselben Autoren abgeschwemmt 
und durch sterile Watte filtriert. 

Die Gasbestimmungen wurden im allgemeinen in Eudiometern iiber 
Quecksilber angestellt ; die sauren Zersetzungsprodukte der Glucose wurden 
in gréBeren Garansitzen ermittelt'. Zur Verwendung gelangten zu den 
Eudiometerversuchen Ringerlésungen mit 4°, Glucose, die mit der Bakterien- 
suspension in 5°,iger Natriumbicarbonatlésung oder Ringerlésung auf das 
doppelte oder dreifache Volumen verdiinnt wurden. Diese Konzentrationen 
waren durch technische Schwierigkeiten bedingt, da mir nur kleine Eudio- 
meter und Brutschrinke zur Verfiigung standen. Es waren jedoch hyper- 
tonische Zellschadigungen nicht zu befiirchten, wie aus den Versuchen 
Nicolais (1. c.) ,,iiber die Abhangigkeit der anaeroben Glykolyse bei B. coli 
von den Ionen“ hervorgeht. Da diese groBen Zuckermengen mit verhiltnis- 
maiBig wenig Bakterien vergoren wurden, war die Versuchsdauer linger 
als bei der manometrischen Zuckerbestimmung. Nach 2 bis 3 Stunden 
traten die ersten Gasblasen in Erscheinung; die Glucose war im allgemeinen 
in Eudiometerversuchen in 30 bis 40 Stunden, in Garansitzen zur Er- 
mittlung der aus dem Zucker entstandenen Saéuren in 3 bis 4 Tagen voll- 
kommen verschwunden, wie der negative Ausfall der Fehlingschen Reaktion 
zeigte. Es ist nicht anzunehmen, daB diese Ausdehnung der Versuchszeiten 
den Stoffwechsel der Colibakterien grundlegend geindert hatte. 


Untersuchung der sauren Abbauprodukte der Glucose. 


Bei allen Colistémmen gelangte folgende Versuchsanordnung zur 
Anwendung: In einer Flasche von 150 cem Inhalt wurden 2 g Glucose in 
50 ccm Ringerlésung mit 50ccem 5°%iger Natriumbicarbonatlésung ver- 
mischt; zu dieser Mischung wurde eine filtrierte Coliaufschwemmung von 
drei Agarréhren hinzugefiigt, die mit je 3 bis 4ccm Ringerlésung hergestellt 
wurde. Darauf wurde die Luft aus den Garflaschen mit Stickstoff ver- 
drangt und diese mit Quecksilber gegen die Luft so abgeschlossen, daB 
die Gargase ins Freie gelangen konnten. Nach drei- bis viertigigem Aufent- 
halt im Brutschrank bei 37° wurde die nunmehr zuckerfreie Lésung in zwei 
Teile zu etwa 50 ccm geteilt. Teil I wurde auf Milchséiure und Bernstein- 
siure gepriift, Teil II auf Essigsiure und Ameisenséiure. Zu diesem Zweck 
wurde Teil I zum Abtéten der Bakterien aufgekocht und bei 40° unter 
Verwendung einer warmen Luftdusche bis zu Sirupkonsistenz eingeengt, 
sodann der Riickstand deutlich mit Phosphorséure angesiuert und wieder 


1 Die Zucker- und Alkalikonzentrationen waren hier dieselben wie 
bei den gleichzeitig vorgenommenen Eudiometerversuchen. 





ell 


un 
Zw 
wu 
Dic 
gas 
lési 
wel 
Col 


je | 
Jen 
stel 
wal 
Ko 
Coli 








cht 


er- 
Anz 
en 
an- 
ma 
ind 
hs- 
mt 


ber 
len 
len 
en- 
las 
en 
‘io- 


en 
oli 
Lis - 
rer 
len 
en 
or- 
yll- 
ion 
en 


ur 

in 
er- 
on 
lit 
er- 
aB 
nt- 
vel 
in- 
ck 


ter 


ler 


vie 





Zuckerbestimmung mit Hilfe des Colibacillus. 469 


eingeengt. Das Residuum wurde mit getrocknetem Natriumsulfat ver- 
rieben, quantitativ in eine Extraktionshiilse gebracht und im Soxhlet- 
apparat 12 Stunden mit Ather extrahiert. Sodann wurde der Ather ver- 
dampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und zur Vertreibung der 
fliichtigen Sauren 1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Es resultierten 
Milchséure und Bernsteinséure, die durch die verschiedene Léslichkeit 
ihrer Bleisalze getrennt wurden. Und zwar wurde die wisserige Lésung 
der Sauren mit einem UberschuB von Bleicarbonat neutralisiert, das Cemisch 
1 Stunde auf dem Wasserbad erwarmt und filtriert. Der Filterriickstand 
wurde aufbewahrt. Das Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
sodann wurde vom Bleisulfid abfiltriert und die klare Lésung durch einen 
Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit. _Nunmehr wurde sie mit 
neutralem Zinkoxyd bis zum Verschwinden der sauren Reaktion auf dem 
Wasserbad erwirmt und dann filtriert. Aus dem Filtrat schied sich beim 
Einengen bald Zinklaktat in kristallisierter Form ab. Der Filterriickstand, 
der das unlésliche Bleisalz enthielt, wurde in heiBem Eisessig gelést und 
gleichfalls mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Wurde sodann filtriert und 
bis zur Vertreibung der Essigséure verdampft, so blieb Bernsteinsiure 
kristallisiert zuriick. Sie wurde durch den Schmelzpunkt, das charakte- 
ristische Bleisalz und die Pyrrolreaktion! identifiziert. 

Teil II des Garansatzes wurde mit Phosphorséiure angeséuert und die 
fliichtigen Saéuren mit Wasserdampf bis zum Verschwinden der sauren 
Reaktion des Destillats in eine Vorlage iibergetrieben. Im Destillat wurde 
die Ameisensiure nach Reduktion zu Formaldehyd durch die Reaktion 
nach Fenton und Sisson? identifiziert. Sodann.wurde der Rest der Fliissig- 
keit neutralisiert und eingeengt, darauf die Ameisenséure durch Erwairmen 
des Saiuregemisches mit einer Lésung von Bichromat in verdiinnter Schwefel- 
siure am RiickfluBkiihler zerstért und die restierende Essigséiure ab- 
destilliert. Sie wurde durch Analyse des Silbersalzes und Esterbildung 
nachgewiesen. Es wurden im Durchschnitt 15 bis 30°, Glucose in Milch- 
siure verwandelt. 


Untersuchung der Gdrgase in neutralem Milieu. 


Vorversuche in Garflaschen zeigten die Entwicklung von Kohlensiure 
und Wasserstoff bei der Einwirkung der Colibakterien auf Glucoselésung. 
Zwecks Feststellung der GréB8enordnung der entwickelten Gasmengen 
wurden Eudiometerversuche angestellt, nachdem die Apparatur auf absolute 
Dichtigkeit untersucht worden war, so daB kein Eindringen von Luft- 
gasen die Beurteilung der Resultate beeintraichtigen konnte. Die Versuchs- 
losung wurde iiber das Quecksilber in die Eudiometer gegeben. Zur An- 
wendung gelangten in zwei gleichen Reihenversuchen sieben verschiedene 
Colistémme. 

In die Eudiometer wurden je 2ccem der Ringerlésung pipettiert, die 
je 80mg Glucose enthielten, wie die Zuckerbestimmung nach Hagedorn- 
Jensen hier, wie in allen folgenden Versuchen, bestatigte. Zwecks Her- 
stellung der gewiinschten Wasserstoffionenkonzentration von py = 6,4 
war in der Dextroselésung ein Gemisch von Sérensenphosphaten in !/,, mol. 
Konzentration gelést. Zu der Zuckerlésung wurde das gleiche Volumen 
Colisuspension, die nach den Angaben von Rona und Nicolai ohne Bi- 


1 Neuberg, H. 31, 574, 1901. 
2 Fenton und Sisson, Chem. Centralbl. 1908, I, 1379. 
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carbonat hergestellt war, gesetzt und die Eudiometer eine Nacht im Brut- 
schrank bei 37° aufbewahrt. 


Nach 12 Stunden (im Mittel) entwickelten 80 mg Glucose: 





Versuch | 





Versuch 2 





Colistamm a 
ecm CO, * eem H2* 


cem CO, ecm Hy 
I 1,3 1,8 2,9 
II 1,5 1,8 1,2 1,6 
III 1,6 2,0 2,0 2,4 
IV 1,7 2,1 3,6 
V 2,2 2,8 1,9 2,6 
VI 1,4 1,9 3,3 
VIl 1,8 1,8 1,6 2,0 


* Das in den Tabellen verzeichnete Gasvolumen wurde hier wie bei allen folgenden 
Versuchen unter Reduktion der abgelesenen Gasmenge auf 0° und 760 mm Druck berechnet. 


In Versuchsreihe 2 zeigen drei Ansaitze nur die Gesamtgasbilanz. In 
diesen Versuchen wurde die Wasserstoffionenkonzentration im Augenblick 
der Saurehemmung untersucht und in Ubereinstimmung mit den Versuchen 
von Rona und Nicolai zu py = 4,0 bis 4,2 gefunden. Aus dem Gasgemisch 
wurde die Garungskohlenséure mit 50° ,iger Kalilauge absorbiert und die 
GaseinbuBe gemessen. Das restierende Volumen war Wasserstoff, wie aus 
der Brennbarkeit des Gases hervorging. Explosionspipetten standen leider 
nicht zur Verfiigung. In Kontrollversuchen, die ohne Bakterien bzw. ohne 
Glucose angestellt wurden, trat bei unverinderten Versuchsbedingungen 
keine Gasbildung auf. Bei allen Versuchen blieben betrachtliche Zucker- 
mengen unvergoren; die Versuche zeigen deutlich Schwankungen in den 
Gasausbeuten, aber immer die spezifischen Case der Coligirung. 


Untersuchung der Gasbilanz in Gegenwart von Natriumbicarbonat. 


I. Eudiometerversuche. 


Die Versuche wurden analog den Ansitzen in neutralem Milieu an- 
gestellt, nur wurden die Colibakterien mit einer Ringerlésung abgeschwemmt, 
die 5°, Natriumbicarbonat enthielt. Die Zuckerlésung enthielt kein 
Phosphat; zu Versuchsbeginn war das pq = 7,9. Die Garung erreichte 
in 30 bis 40 Stunden ihr Ende. Es wurde 1 ccm Glucoselésung (enthaltend 
40 mg Glucose) verwandt und mit 1 ccm Bicarbonatsuspension des Coli- 
bakteriums im Eudiometer vermischt. 


40 mg Glucose entwickelten: 














HI Versuch 1 Versuch 2 
Colistamm Gesamtgasvolumen He Gesamtgasvolumen H, 
eem cem eem eem 
I 11,5 0,5 11,8 0,9 
II 12,8 1,2 12,1 0,7 
Ill 10,9 0,4 10,7 | 0,4 
IV 13,0 — 10,0 0,3 
2 J 12,3 1,3 12,9 — 
VI 10,8 0,3 11,1 —_ 
VII 11,4 0,9 10,7 _ 
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Die Versuche, welche in den Tabellen keine Daten iiber das Wasserstoff- 
volumen aufweisen, wurden zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Versuchslésung am Ende der Garung verwandt; diese betrug 
Pu 6,0. Zur Klarung der Frage, ob bei einem gréBeren AlkaliiiberschuB 
die Gasbilanz deutlichen Anderungen unterworfen ist, wurde in einer 
anderen Versuchsreihe zu obigen Ansatzen noch 1 cem 5°, iger Natrium- 
bicarbonatlésung zugesetzt. 


Es entwickelten dann 40 mg Glucose: 








Gesamt- H Gesamt- H 
Colistamm gasvolumen 3 Colistamm | gasvolumen 2 
ecm cem com ecm 
I 11,2 -— V 11,0 0,7 
II 10,7 ~~ VI 13,0 0,9 
Ill 10,3 0,3 Vil 12,2 0,2 
IV 12,4 0,8 ] 


Das py hatte sich bei Versuchsende von 7,9 auf 6,9 verschoben. Die 
Wasserstoffausbeute wurde in diesem und den beiden oben beschriebenen 
Versuchsreihen ebenso gemessen wie in den Versuchen ohne Bicarbonat; 
sie ist im Durchschnitt kleiner als bei der oben beschriebenen Versuchsreihe. 
In den Ergebnissen zeigt sich deutlich die Unzuverlassigkeit des B. coli. 
Jedoch sind fast immer mehr als 10,0 cem Gas zu beobachten, die nach der 
manometrischen Zuckerbestimmungsmethode zu erwarten waren. 


Il. Versuche in Garkolben. 


Diese wurden in kleinen Garflaschen von 15 ¢cem Inhalt ausgefiihrt. 
Sie wurden mit Gummistopfen verschlossen, durch die ein doppelt recht- 
winklig gebogenes Glasrohr mit dem langeren Schenkel gefiihrt wurde, der 
bis zum Boden der Flasche reichte. Zwecks Anstellung des Versuchs wurden 
5cem Glucoselésung, enthaltend 100 mg Glucose, in den Garflaschen mit 
etwa 5 bis 8 ccm der Colisuspension vermischt, die mit Ringerlésung, ent- 
haltend 3°, Natriumbicarbonat, hergestellt war. Dann wurde die im 
oberen Teil der Flasche befindliche Luft mit Stickstoff verdraingt und die 
Flasche so mit dem Gummistopfen verschlossen, daB in den laingeren 
Schenkel des Glasrohres keine Fliissigkeit eindrang, was durch VerschlieBen 
des kurzen Schenkels mit einem Finger leicht gelang. Darauf wurde die 
Flasche umgedreht und, mit dem Hals nach unten, in einer Schale mit 
gesattigter Kochsalzlésung befestigt. Sodann wurde iiber den kurzen 
Schenkel ein graduiertes Glasrohr, gleichfalls mit gesattigter Kochsalz- 
lésung gefiillt, gestiilpt, dessen oberes Ende zugeschmolzen war. Die ganze 
Apparatur wurde im Brutschrank bei 37° belassen. Nach 3 Tagen war die 
Garung beendet. Unter Reduktion des gebildeten Gasvolumens auf die 
Normalbedingungen wurden 30 bis 38cem Gas gemessen, statt der er- 
warteten.25 ccm. Das pp betrug zu Versuchsbeginn 7,9 und am Ende 6,8. 
Eine Schadigung der Bakterien oder Fiaulnis wurde nie beobachtet. Auf 
Wasserstoff konnte in Anbetracht der Stickstoffiillung der Garflaschen mit 
Sicherheit nicht gepriift werden; jedoch ist die Entstehung dieses Gases 
nicht zweifelhaft, da die Menge des von Kalilauge nicht absorbierbaren 
Gases das Gasvolumen der Giarflasche um das Zwei- bis Dreifache iiber- 
schritt. Zu allen Versuchen wurden Kontrollversuche ohne Bakterien 
bzw. ohne Glucose angesetzt, bei denen keine Gasbildung zu beobachten war. 
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Untersuchung des B. coli auf Maltase und Saccharase. 


Zur Priifung des Colibazillus auf seine Wirksamkeit gegeniiber Maltose 
und Saccharose wurden Eudiometerversuche angestellt, die in ihrer An- 
ordnung von denjenigen der Glucoseansatze nicht abwichen. In den Eudio- 
metern wurde fiir jeden Colistamm 1 cem Ringerlésung, enthaltend 40 mg 
Maltose bzw. Saccharose, mit 1ccm Colisuspension, die 50 mg Natrium- 
bicarbonat enthielt, vermischt. 


40 mg Zucker entwickelten: 





Maltose Saccharose 
Colistamm Gesamtgasvolumen Kee * eas Gesamtgasvolumen 

eem ecm cem 

I 12,8 0,9 1,2 

II 12,5 1,4 0,0 

Il 11,9 0,7 4.8 
IV 13,4 1,4 0,5 

V 13,5 1,6 5,1 


Die Versuchszeiten waren langer als bei den Glucoseansitzen. Fiir die 
Maltose geniigten 2 bis 3 Tage, um vdollige Vergirung zu erhalten; die 
Rohrzuckerzersetzung kam nach 2 Tagen zum Stillstand. Das entwickelte 
Gas wurde bei der Saccharose von der Kalilauge praktisch vollkommen 
absorbiert, so daB sich die Anwesenheit von Wasserstoff nicht sicher nach- 
weisen lief. 
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Uber den EinfluB von Phosphatlésungen verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Atmung und Keimung 
yon Samen. 


(Beziehungen zwischen Bodenreaktion und Wachstum.) 


Von 


Adolf Reifenberg und Lea Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebraischen Universitit 
Jerusalem.) 


(Eingegangen am 24. Februar 1930.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Atmung und Keimung sind beides fermentative Prozesse, die 
sicherlich eng miteinander verkniipft sind. Die Reaktion des Milieus 
ist von besonders bedeutendem EinfluB fiir die Keimung, den ersten 
Wachstumsvorgang im Samenkorn. 

Unsere Untersuchungen sollen nun einen Beitrag zu der Frage 
bilden, inwieweit die Wasserstoffionenkonzentration des Milieus die 
Atmung und Keimung verschiedener Samen von Kulturpflanzen be- 
einfluBt. Insbesondere erschien es uns von Interesse, der -Frage nach- 
zugehen, ob die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir Atmung 
und Keimung bei Gegenwart von Phosphaten zusammenfallt und ob 
Beziehungen zwischen dieser Wasserstoffionenkonzentration und der fiir 
die betreffende Pflanze ermittelten optimalen Bodenreaktion bestehen. 
Unsere Versuche ergaben in erster Linie: 

1. Obwohl im allgemeinen die Atmung durch Phosphate stimuliert, 
dagegen die Keimung verzégert wird, liegt das Optimum beider Lebens- 
vorgange bei derselben Wasserstoffionenkonzentration des Milieus. 

2. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Atmung und 
Keimung ist im allgemeinen tatsachlich identisch mit der fiir die be- 
treffende Pflanze von anderen Forschern ermittelten optimalen Boden- 
reaktion. 
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A. Die Atmung pulverisierter Samen (Gerste, Hafer, Weizen, Zuckererbse 
und Saaterbse) bei Gegenwart von Phosphaten verschiedener Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 


Es ist eine schon lange bekannte Tatsache, daB pulverisierte Samen 
ein vorziigliches Material fiir das Studium der postmortalen Pflanzen- 
atmung darstellen. Beim Abtéten von Pflanzenteilen, sei es durch 
Zermahlung oder Austrocknung, gehen wichtige Lebenseigenschaften 
wie die Fortpflanzung und die Zellautomatie im Sinne Wilhelm Rouz’ 
(Selbstaufnahme und Selbstausscheidung usw.), sowie regulatorische 
Faktoren verloren. Dagegen bleiben fermentative Systeme iibrig, von 
denen sicherlich die Atmungsfermente die gréBte Empfindlichkeit 
zeigen; sie sind am leichtesten zerstérbar, weil sie die Koordination 
vieler fermentativer Phasen erfordern, die in ihrer Angreifbarkeit bzw. 
Widerstandsfahigkeit sehr unterschiedlich sind. Folglich sind Methoden 
fiir Fermentarbeiten viel geeigneter, bei denen diese Koordination 
méglichst erhalten wird. Behandlung mit organischen Lésungsmitteln 
oder extremes Trocknen gehéren bereits in die Reihe von Eingriffen, 
die beide eine dauernde Zerstérung der  physikalisch-chemischen 
(kolloiden) Struktur nach sich ziehen. Schadigt man die Kolloid- 
struktur der Fermenttrager, so werden mehr oder weniger auch die 
einzelnen Fermentwirkungen, zum mindesten aber die obenerwahnte 
Koordination der Fermentsysteme, die fiir die Prozesse der Atmung 
von entscheidender Bedeutung sind, in Mitleidenschaft gezogen (1, 2). 


Aus diesem Grunde wurden von uns die Samen ohne vorheriges 
Trocknen in nativem Zustand zermahlen; letzteres ist unumganglich 
notwendig, da die Zermahlung die Oberfliche bedeutend vergréBert 
und das Eindringen der Salzlésungen erleichtert. 


Im Gegensatz zu Godlewski und Polzeniusz (3) konnten L. Iwanof}/ (4) 
und Zaleski und Reinhard (5) schon 1910 zeigen, daB bei einer breiartigen 
Durchfeuchtung des Pulvers von Erbsensamen eine auBerordentlich starke 
Kohlensaéureausscheidung — stattfindet. [Die CO,-Ausscheidung grob- 
gemahlener Gerste war schon 1901 von Kolkwitz (6) festgestellt worden.] 
Die Stimulation der CO,-Ausscheidung durch Hinzufiigung von Phosphaten 
(Na,HPO,) ist erstmalig durch Iwanoff (4) sowie Zaleski und Reinhard (5) 
gezeigt worden; letztere Autoren fanden hingegen eine hemmende Wirkung 
beim Weizenmehl und insbesondere ganz generell eine Behinderung der 
Kohlenséureausscheidung durch saures _Phosphat. (Allerdings fand 
Iwanoff bei 0,4°% igen Lésungen sauren Phosphats noch eine Stimulierung 
und erst bei 1°, igen Lésungen eine Schadigung von atmendem Weizenmehl.) 
Die Stimulierung soll nach diesen Autoren sowohl die aerobe wie auch die 
anaerobe Atmung betreffen, was durch Iwanoff (7) bezweifelt wird, der die 
Stimulation auf die alkalische Reaktion des Phosphats zuriickfiihrt. In 
einer spaiteren Arbeit sagen auch Zaleski und Reinhard (8), daB durch das 
Phosphat nur die anaerobe Atmung stimuliert wird. Kostytschew und 
Scheloumoff (9) glauben ebenfalls, daB die stimulierende Wirkung auf die 
alkalische Reaktion des Phosphats zuriickzufiihren ist. Zaleski und Marz (10) 
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dagegen sind der Ansicht, daB die stimulierende Wirkung der OH-Ionen 
darauf zuriickzufiihren ist, daB nur bei ihrer Gegenwart die in den Samen 
enthaltenen anorganischen Phosphorverbindungen zur Wirkung kommen 
und somit die CO,-Ausscheidung stimulieren; es blieb bei ihnen unent 
schieden, ob auch die O,-Aufnahme gesteigert wird. Nach einer 1913 er- 
schienenen Arbeit von Kostytschew, Brilliant und Scheloumoff (11) stimuliert 
Na,HPO, nur die postmortale CO,-Ausscheidung, da es in lebende pflanz- 
liche Objekte nicht eindringen kann. Nach Untersuchungen von Bodnar (12) 
ist es als wahrscheinlich anzunehmen, daB die stimulierende Wirkung des 
Phosphats mit der Uberfiithrung der anorganischen Phosphorséure in 
organische Form verkniipft ist. Bodnar und Hoffner (13) bewiesen 1925 
endgiiltig, daB durch K,H PO, sowohl die CO,-Ausscheidung wie auch die 
Alkoholbildung stimuliert wird; die anaerobe Atmung der Mehle von Erbsen 
’ é ae Alkohol __ ‘ : 
und Lupinensamen stimmt auf Grund der CO -Verhaltniszahl mit der 
2 
alkoholischen Garung genau iiberein. (Weitere Literatur dortselbst.) Dah 
auch die aeroben Vorgange infolge der katalytischen Wirkung der Phosphate 
durch letztere eine Steigerung erfahren, wurde von Ch. Lyon gezeigt (14). 
Abgesehen von diesem letzteren Forscher ist experimentell bisher 
nicht auf die Einwirkung von Phosphaten auf die aerobe Atmung ein- 
gegangen worden; ferner wurde zumeist keine Riicksicht auf die durch 
Hinzufiigung von Phosphaten verinderte Wasserstoffionenkonzentration 
des Milieus Riicksicht genommen. [Indirekt zeigten Zaleski und 
Reinhard (5) einen EinfluB der Phosphate auf die aerobe Atmung, 
indem sie fanden, daB Oxydasen, Katalase usw. durch Phosphate 
stimuliert werden. | 


a) Die Verdénderung der absoluten GréBen von O, und CO, nach 3 Stunden bei 
Einwirkung von Phosphaten verschiedener py. 

Wir gingen so vor, daB wir Sauerstoffaufnahme und Kohlensaure- 
abgabe des pulverisierten Samenmehles im Barcroft-Apparat bei 25° 
gemessen haben. Es wurden jedesmal ein halbes Gramm Samenmehl 
und 3ccm Fliissigkeit, bestehend aus Wasser oder Phosphatpuffern 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, verwandt, die aus 
Mischungen primaren und sekundéren Kaliumphosphats hergestellt 
waren (Konzentration m/15). Die zu den Versuchen verwandten Samen 
waren einheimische palistinensische Sorten. Die Zuckererbse hatte eine 
Keimkraft von nur 4°, die Saaterbse von 45°,, der Hafer von 87 °,, 
die Gerste und der Weizen von 99°,. In der Nahe des alkalischen 
Gebietes bewirkten die Mazerate eine leichte Verschiebung der Puffer- 
fliissigkeit nach der sauren Seite hin. Diese Veranderung wurde von 
uns in Betracht gezogen, indem wir nach Ablauf von 3 Stunden die 
Wasserstoffionenkonzentration erneut feststellten; die angefiihrten 
Zahlen sind dementsprechend korrigiert. (Samtliche Messungen der 
Wasserstoffionenkonzentration sind elektrometisch mittels der Wasser- 
stoffelektrode ausgefiihrt worden.) 
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Unsere Versuche zeigen bei Betrachtung der nach 3 Stunden 
erhaltenen Werte mit aller Deutlichkeit, daB bei Zuckererbsen durch 
die Hinzufiigung von Phosphaten schon bei schwach saurer Reaktion 
(pu 6,5) die Sauerstoffaufnahme gesteigert wird, ferner auch die CO,- 
Ausscheidung schon bei py 6,1 deutlich stimuliert wird. Dasselbe ist bei 
den griinen Saaterbsen der Fall, nur findet bei letzteren bei py 6,1 eine 
ungleich starkere CO,-Ausscheidung statt, und zwar betragt hier die 
Steigerung iiber 50°,. Zu stark saure Reaktion des Phosphats hemmt 
in beiden Fallen sowohl die Sauerstoffaufnahme wie die Kohlensaure- 
abgabe. 


Im Falle von Hafer wird durch die Hinzufiigung von Phosphaten 
in jedem Falle sowohl Sauerstoffaufnahme wie auch Kohlensaure- 
abgabe gehemmt, was insbesondere bei schwach alkalischer Reaktion 
fiir die Sauerstoffaufnahme in Erscheinung tritt!. Letzteres ist auch 
bei Weizen und Gerste der Fall. Andererseits wird beim Weizen die 
Sauerstoffaufnahme wenig tangiert; die CO,-Ausscheidung wird nur 
bei ziemlich saurer Reaktion stimuliert, von py 6,1 an findet dagegen 
eine Hemmung statt. (Ebenso Zaleski und Reinhard.) Abhnlich liegen 
die Verhaltnisse bei der Gerste, nur daB hier die O,-Aufnahme schon 
bei pu = 5,2 geringfiigig stimuliert wird. Eine Stimulation der CO,- 
Ausscheidung findet auch bei der Gerste schon bei py 3,9 statt. 


Alles Nahere ist aus den beigefiigten Tabellen und Abbildungen 
zu ersehen. 


b) Die Verdnderung des Atmungskoeffizienten unter der Einwirkung von 
Phosphaten verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 

Der Atmungskoeffizient CO,/O, wird im Falle der Zuckererbse 
und griinen Erbse durch Hinzufiigung von Phosphaten stark gesteigert. 
Sein Maximum liegt in beiden Fallen bei py 6,1, wo er 3 bzw. 2,1 betragt. 
(Auch ohne Hinzufiigung von Phosphat betragt er bei der griinen Erbse 
schon 1,9.) Diese starke CO,-Ausscheidung steht im Einklang mit den 
oben erwahnten Befunden anderer Forscher, die sich mit der Atmung 
von Erbsenmehlen befa8t haben, und ist den sich vorwiegend ab- 
spielenden aeroben Vorgingen zuzuschreiben. Im Falle des Hafers 
bewegt er sich meist um 1 herum, wahrend beim Weizen insbesondere 
zwischen py 3,9 bis 6,1 der Koeffizient meist gréBer ist. (Zwischen 1,3 
und 1,8.) Bei der Gerste ist er generell héher als 1, und zwar auch be- 
sonders bei stark saurer Reaktion zwischen py 3,9 bis 6,5 (1,3 bis 1,7). 
Dieser héhere Atmungskoeffizient ist vielleicht mit Zaleski und 


1 Infolge der angewandten Methodik konnte die CO,-Ausscheidung im 
alkalischen Gebiet von uns nicht bestimmt werden. 
2 (5) S. 467. 





Der Atmungsverlauf der untersuchten Samenmehle 
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Reinhard (8) dadurch zu erklaren, daB durch das Abtéten pflanzlicher 
Objekte in erster Linie die Sauerstoffaufnahme vermindert wird, wahrend 
die anaeroben Prozesse in den Vordergrund treten. 
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Abb. 3. 
Sauerstoffaufnahme und Keimung des Hafers. 
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Sauerstoffaufnahme und Keimung des Weizens. 
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B. Der EinfluB von Phosphatlisungen verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Keimung. 


Der EinfluB chemischer Agenzien auf die Keimung ist mehrfach unter- 
sucht worden. Wir erwaihnen nur die Arbeiten von Sigmund (15), 
Bokorny (16), Traube und Marusawa (17), Traube und Rosenstein (18) sowie 
Stoklasa (19). Mit der Einwirkung der Orthophosphorsdure beschaftigte 
sich Gracanin (20). Beziehungen der Keimfahigkeit zur Wasserstoffionen- 
konzentration wurden von van Laer und Lombaers (21) sowie ganz be- 
sonders von H. Lundegardh (22) untersucht. Bokornys Ergebnisse lassen 
sich dahin zusammenfassen, da8 zahlreiche Gifte in sehr geringen Mengen 
die Intensitaét des Keimungsvorganges erhéhen, als Reizmittel wirken und 
gewissermaBen katalytisch den ProzeB8 des Stoffumsatzes beeinflussen. 
Traube und Marusawa (17) kamen zu dem bemerkenswerten Ergebnis, daB 
die Einwirkung von Salzen, Basen, Saiuren und Nichtelektrolyten auf die 
Quellung von stirkemehlreichen Samen, wie CGerste, identisch ist mit der 
Einwirkung dieser Stoffe auf reine Starke. EiweiBreiche Samen, wie Erbsen, 
werden stirker beeinfluBt als starkemehlreiche Samen. Séuren wirken 
verdiinnt reizend, von einer gewissen Konzentration an aber hemmend ein. 
Stoklasas Untersuchungen haben das Studium der Einwirkung von Mangan 
und Aluminiumsalzen zum Gegenstand. Wahrend nach Traube und 
Marusawa bei Einwirkung einer n/4 Orthophosphorsaiure 32 Gerstenkérner 
keimten und in einer halbnormalen nur ein einziges, hatte eine 1 °ige 
Lésung von Orthophosphorsiure (etwa n/3) einen stimulierenden Effekt 
auf secale cereale und vicia sativa. Erst 2°%,ige Lésungen fiihrten eine 
Hemmung herbei. (Nach Bokorny schadet 1°, iges Monokaliumphosphat der 
Keimung von Erbsen iiberhaupt nicht und 2°, iges erst nach einiger Zeit.) 
H. van Laer und R. Lombaers fanden, daB das Optimum des Wachstums 
und der Keimfahigkeit bei saurer Reaktion zwischen py 4 und 7 liegt. 


Besonders interessant und instruktiv sind die Versuche von Lunde- 
gardh, der die Interferenzwirkung von H-Ionen und Neutralsalzionen 
auf Keimung und Wachstum des Weizens untersuchte. Mit Recht 
hebt dieser Autor hervor, daB infolge der Interferenzwirkung zwischen 
H-Ionen und gewissen Salzionen sich die py-Kurven des Wachstums 
je nach dem Salzinhalt des Mediums, in dem die Pflanzen wachsen, 
andert. Wir wissen ja schon seit langem, und es ist besonders von 
Wo. Ostwald, Fodor u. a. (23) hervorgehoben worden, da neben der 
reinen py-Wirkung auch mit dem Kationen- und Anionenantagonismus 
gerechnet werden muB. Ganz abgesehen von der Wasserstoffionen- 
konzentration iiben Kationen und Anionen einen spezifischen EinfluB 
auf die Tatigkeit des Plasmas aus. Insbesondere unterliegen die Ferment- 
triger, in erster Reihe diejenigen kolloiden Charakters, diesen Einfliissen, 
und es kann daher nicht wundernehmen, daf fermentative Vorginge, 
wie die Keimung, stark von der Natur der angewandten Ionen ab- 
hangig sind. Dispersitatsvergréberungen und -verkleinerungen werden 
einen entscheidenden EinfluB auf die Vorginge der Keimung haben. 


Wir gingen bei unseren Keimungsversuchen so vor, daB wir die 
Samen 16 Stunden lang in destilliertem Wasser bzw. in den nach 
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Sorensen (25) hergestellten Pufferlésungen (Mischungen primaren und 
sekundéren Kaliumphosphats in m/15 Molekularkonzentration) an- 
quellen lieBen. Dann wurden die Samen in flache Glasschalen gebracht, 
deren Boden mit Filtrierpapier bedeckt war, das mit der betreffenden 
Pufferlésung gesattigt wurde. Diese Sattigung wurde so erreicht, dab 
die Glasschalen in etwas gréBeren Glasschalen standen, in denen Puffer- 
lésung war; Streifen von Filtrierpapier, die in die oberen Glasschalen 
hineinragten, sorgten fiir eine dauernde Zufiihrung der betreffenden 
Lésung. Von den Getreidesamen wurden zweimal 100 ausgelegt, von 
den Erbsen viermal 50. MabBgeblich fiir die Keimung war das erste 
Hervortreten der Wurzel. Die gekeimten Samen wurden jeden Tag 
entfernt und gezaéhlt. Folgendes sind die erhaltenen Ergebnisse: 


1. Keimung der Zuckererbse (Anzahl der gekeimten Samen 
in Prozenten). 











Tag: 1 2 ; 3 q 5 6 7 s 

enero ara 0 0 0 1 2 2 2 4 
Phosphatpuffer py 3,9 0 0 0 1 1 1 1 3 
‘ Pu 5,2 0 0 0 0 1 1 1 3 

Pu 6,1 0 0 0 0 0 0 () 2 

i" Pu 6,5 0 0 0 0 1 1 1 4 

. pu 7,0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ee Pu 8,0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2. Keimung der Saaterbse (Anzahl der gekeimten Samen 
in Prozenten). 

Tag: 1 2 3 4 5 6 7 x 
a ee ge oe 0 0 30 42 45 45 45 45 
Phosphatpuffer py 3,9 0 0 10 34 38 40 40 40 
pu 5,2 0 0 6 33 40 41 41 43 
v Pu 6,1 0 0 12 33 41 4348 43 
. p65 «(OO 0 10 30 30 40 40 42 
a Pu 7,0 0 0 5 20 29 82 32 35 

rs Pu 8.0 0 0 2 11 20 26 26 3 

3. Keimung der Gerste (Anzahl der gekeimten Samen 
in Prozenten). 

Tag: 1 2 3 4 5 6 

Ne ne pale ae 82 98 99 99 99 99 
Phosphatpuffer py 3,9. . 30 82 88 92 94 96 
n Pu 5,2. . 22 75 91 93 93 96 

e pu 61. . 25 83 91 95 95 96 

¥ pu 6,5. . 29 82 93 95 95 95 

e mu 7,0. . 60 86 94 95 96 96 

a Pu 8,0. . 35 83 90 93 93 93 
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4. Keimung des Hafers (Anzahl der gekeimten Samen in Prozenten). 





Tag: 1 2 3 4 5 6 7 8 

ON ee ere 1 29 65 77 83 85 87 87 
Phosphatpuffer py 3,9 0 4 30 43 54 58 67 70 
‘. Pu 5,2 0 6 34 51 59 61 66 69 

sf Pu 6,1 0 7 19 28 34 35 42 43 

“ Pu 6,5 0 2 22 30 37 38 45 48 

‘ Pu 7,0 0 2 10 18 21 24 29 30 

Pu 8,0 0 0 4 6 7 7 7 


5. Keimung des Weizens (Anzahl der gekeimten Samen in Prozenten). 





| 


Tag: 1 2 | 3 4 

ME esis oa oe oe a 42 98 99 99 
Phosphatpuffer py 3,9. . 12 95 100 100 
‘ Pu 5,2. 8 97 98 98 

ie Pu 6,1. 20 95 98 99 

- Pu 6,5. 25 97 99 99 

e Pu 7,0. 14 98 98 99 

* Pu 8,0. 5 92 96 96 


Unsere Versuche mit Phosphatpuffern zeigten also bei einer Mole- 
kularkonzentration von m/15 ausnahmslos einen die Keimung hemmenden 
EinfluB. Dies steht durchaus nicht im Widerspruch mit den Ergebnissen 
Gracanins, der bei einprozentiger Orthophosphorséure noch einen 
stimulierenden Effekt feststellen konnte. Infolge des schwach sauren 
Charakters der Phosphorsiure ist die elektrolytische Dissoziation dieser 
Saure langst nicht so groB wie bei ihren Kaliumsalzen. 

Innerhalb der von uns festgestellten Schadigungen konnten wir 
bei simtlichen untersuchten Samen (abgesehen von der gelben Zucker- 
erbse, die iiberhaupt eine Keimfahigkeit von nur 4°, aufwies) ein aus- 
gesprochenes Optimum der Wasserstoffionenkonzentration bei der 
Einwirkung von Phosphaten feststellen (unter Beriicksichtigung des 
ersten Keimungstages). Dieses Optimum liegt bei der griinen Saaterbse 
bei px 6,1, bei der Gerste bei py 7,0, beim Hafer zwischen pg 5,2 und 6,1 
(px 3,9 und 6,5 am zweiten Keimungstag); beim Weizen liegt es bei 
pu 6,5 (bzw. pu 6,1 bis 6,5). Letzterer Befund steht in recht guter 
Ubereinstimmung mit Lundegardh (S. 210), der ein Optimum bei 6,5 
bzw. (S. 211) bei 6,9 feststellte. 

Die durch Phosphatzusatz gestérte Keimung ist verstandlich, 
wenn wir bedenken, daB die desmolytischen Prozesse bei Anwesenheit 
des Phosphats gesteigert werden. Es verbleibt weniger Samenmaterial 
fiir das Wachsen des Keimlings. Im optimalen Fall wird sich durch die 
Wahl einer entsprechenden Phosphatkonzentration eine Stimulation 
von jenem Grade erzielen lassen, die bei einer 6konomisch vorteilhaft 
geleiteten Desmolyse die Keimung eben férdert. 
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Ganz generell kénnen wir sagen, daB, abgesehen von der Gerste 
(Optimum bei py 7,0), bei Gegenwart von Phosphat der angewandten 
Konzentration eine saure Reaktion am vorteilhaftesten fiir die Keimung 
ist, was schon van Laer und Lombaers (21) festgestellt haben. (Nach 
diesen Autoren liegt das Optimum der Keimung und des Wachstums 
zwischen py 4 und 7.) Zu ahnlichen Resultaten kamen R. M. Salter 
und 7’. C. Mc Ilvaine (24). 

Das Bemerkenswerteste aber ist, daB wir nicht nur einen Zusammen- 
hang zwischen der optimalen Wasserstoffionenkonzentration bei Gegen- 
wart von Phosphaten zwischen Atmung und Keimung einerseits, sondern 
auch zwischen Atmung (bzw. Sauerstoffaufnahme), Keimung und 
optimaler Bodenreaktion andererseits feststellen konnten. 


C. Beziehungen zwischen Atmung bzw. Sauerstoffaufnahme und Keimung 
bei Gegenwart von Phosphaten verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 


Die folgende Tabelle gibt uns die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration bei Gegenwart von Phosphaten fiir Sauerstoffaufnahme 
und Keimung der untersuchten Samen: 


Optimale Zone der Wasserstoffionenkonzentration. 





Atmung Keimung Atmung Keimung 
Saaterbse. py—6,5—7,2 pao=—6,1-6,5| Hafer. . py—3,9-6,8 py = 3,9—6,5* 
Gerste . . | pu=—6,5—6,8 | px = 7,1 Weizen . po=—5,2-6.9 par=—6,1 6,5 


* Bzw. Py 6,1 am zweiten Tage, an dem aber nur eine verhiltnismabig geringe Zah] 
von Samen ausgekeimt waren. 


Wir finden also bei samtlichen untersuchten Samen, dab eine 
schwach saure Reaktion sowohl fiir die Atmung wie fiir die Keimung 
am vorteilhaftesten ist; eine Ausnahme davon macht der Hafer, der 
eine bedeutend saurere Reaktion vertrigt. Viel deutlicher als die mit- 
geteilten Zahlen, die sich nur auf das Optimum beziehen, sprechen 
die Kurven fiir die Beziehungen zwischen Atmung und Keimung bei 
Gegenwart von Phosphaten verschiedener Wasserstoffionenkonzen- 
tration. Wenn auch nicht zu erwarten ist, daB die gefundenen Zahlen- 
werte absolut identisch sind, so wird doch durch den gleichsinnigen 
Verlauf der Kurven der Zusammenhang sichergestellt. 


D. Beziehungen zwischen Atmung und Keimung bei Gegenwart von 
Phosphaten und der optimalen Bodenreaktion. 


Es wiirde zu weit fiihren, an dieser Stelle die umfangreiche Literatur 
iiber die Beziehungen zwischen Pflanzenwachstum und Bodenreaktion 
zu beriicksichtigen; wir verweisen zu diesem Zweck auf die Monographie 
von Arrhenius (27). Beziehungen zwischen Keimfahigkeit und Wachstum 
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wurden auch von van Laer und Lombaers (21) festgestellt, desgleichen 
von Salter und Mc Ilvaine (24) und von Lundegardh (22) beim Weizen 
in dem Gebiet zwischen py 3 bis 6,5}. 


Wenn wir in dieser Arbeit Beziehungen zwischen der fiir die Atmung 
und Keimung bei Gegenwart von Phosphaten ermittelten optimalen 
Wasserstoffionenreaktion und den in der Literatur befindlichen An- 
gaben tiber die optimale Bodenreaktion feststellen konnten, so bean- 
sprucht dieser Umstand keine absolute Giiltigkeit. Wir wiesen schon 
oben darauf hin, daB selbstredend die Wasserstoffionenreaktion nicht 
der einzige bestimmende Faktor ist. Anionen und Kationen, Sorten- 
verschiedenheiten usw. usw. bilden sicherlich genau so wichtige Fak- 
toren. Insbesondere waren bei unseren Versuchen auch Beziehungen 
zur ,,Zweigipfligkeit‘‘ der Wachstumskurven nicht feststellbar, da wir 
nicht in dem starker alkalischen Gebiet gearbeitet haben. 


Auch ist selbstverstandlich keine genaue Ubereinstimmung zu 
erwarten, da Samenkeimung und Atmung ja nur die ersten Stadien 
des Wachstums darstellen. Trotz alledem ist die bei den von uns unter- 
suchten Samen gefundene Ubereinstimmung so auffallend, daB wir 
eine Besprechung dieser Tatsache nicht unterlassen kénnen. Die folgende 
Tabelle mége zum Vergleich dienen?: 


Optimale Zone der Wasserstoffionenreaktion fiir das Pflanzenwachstum. 











I : : * * i* * s, 

| O-Auf- |. 42> €5 |4% 22 23% 42? 485 

| mahmer |Ketmuner) 55) 32 [28| 28% | 282 | SE [28 

a. A Si Bed 
Erbse. . | 6,5—7,2 | 6,1—6,5)| — 6 —7 | — _ 5,7—7 — 6—6,5 
Gerste . 6,5—6,8 7,1 7-8 6,5—7,5,6—7 — 7,8 54—6,8 7,0 
Hafer. . 3,9—6,8 | 3,9—6,5 5-65 —8 | — — 46-69 — _ 
Weizen. 5,2—6,9/61—6,5| — 65-8 | — /4,3—6,5*66—7,66 —7,6 7,0 


* Bei Gegenwart von Phosphaten. 

** Zum Teil nach Arrhenius (25) und Lemmermann und Fresenius (26); es wurden nur 
in wi&sseriger Suspension ermittelte Werte zum Vergleich herangezogen, ferner beriicksich- 
tigten wir nicht die Zahlen von Kreybig, da die ungarischen Sorten wahrscheinlich eine 
besondere Anpassungsfihigkeit an alkalische Bedingungen haben. 


Wir ersehen aus diesen Zahlen eine auffallende Ubereinstimmung 
besonders in bezug auf die Erbse, fiir deren Gedeihen immer eine schwach 
saure bis neutrale Reaktion erforderlich zu sein scheint. Wenn wir von 
den Werten Ostwalds und Arrhenius’ absehen, scheint dasselbe auf die 
Gerste zuzutreffen. Genau so wie bei unseren Versuchen in bezug 
auf Sauerstoffaufnahme und Keimung bei Gegenwart von Phosphaten 


1 Das Buch von Kappen (27) war uns noch nicht zuganglich. 
2 Unsere Untersuchungen erstreckten sich nicht auf das starker alka- 
lische Gebiet. 











fii 
se 


de 


eir 
scl 


Sa 


ZW 








zu 
en 
T- 
ir 


de 


ur 
ch- 
ine 


ng 
ch 
on 
lie 
ug 


en 











Bodenreaktion und Wachstum. 485 


vertragt am besten der Hafer stark saure Reaktionen: abgesehen von 
den Werten Hiltners; in Ubereinstimmung mit Arrhenius (25) (S. 54) 
bevorzugt er sogar saure Reaktion. Nicht ganz so eindeutig liegen die 
Verhaltnisse beim Weizen; vergleicht man aber die von Lundegardh 
bei Gegenwart von Phosphaten ermittelten Werte, so ergibt sich auch 
eine gute Ubereinstimmung mit unseren Befunden betreffs Sauerstoff- 
aufnahme und Keimung. 


Auch Salter und Mc Ilvaine fanden eine schwach saure Reaktion 
fiir Keimung und Wachstum des Weizens am vorteilhaftesten; das- 
selbe trifft auf die Versuche von van Laers und Lombaers zu. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Hinzufiigung von Phosphaten findet besonders bei 
griinen Erbsen, aber auch bei den von uns verwandten schlecht keim- 
fahigen Zuckererbsen, eine Steigerung der Kohlensdiureausscheidung 
statt; erst bei stark saurer Reaktion finden wir eine Behinderung. 
Auch bei Gerste und Weizen findet eine Stimulierung statt, bei letzteren 
aber nur bei stark saurer Reaktion. Beim Hafer behindern Phosphate 
sowohl Sauerstoffaufnahme wie Kohlensiureabgabe. Bei griinen und 
gelben Erbsen findet eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme nur in 
der Nahe des Neutralpunktes statt; stark saure Reaktion, bei der 
Zuckererbse auch schwach alkalische Reaktion, behindert die Sauerstoff- 
aufnahme dieser Samen. Dasselbe trifft auf die Gerste zu, die aber eine 
stirker saure Reaktion vertragt. Beim Weizen finden wir eine Steigerung 
der Sauerstoffaufnahme nur bei ganz schwach saurer Reaktion; sonst 
dagegen immer eine Behinderung. 


2. Die optimale Zone der Sauerstoffaufnahme bei Gegenwart von 
Phosphaten liegt bei der griinen Saaterbse zwischen py 6,5 bis 7,2, bei 
der Gerste zwischen py 6,5 bis 6,8, beim Hafer zwischen py 3,9 bis 6,8 
und beim Weizen zwischen py 5,2 bis 6,9. 

3. Der Atmungskoeffizient der Erbsen wird durch Hinzufiigung 
von Phosphaten stark gesteigert, was den sich vorwiegend abspielenden 
anaeroben Prozessen zuzuschreiben ist. Beim Hafer bewegt er sich 
zumeist um 1 herum, wahrend er beim Weizen insbesondere zwischen 
pu 3,9 bis 6,1 meist héher ist; dasselbe trifft auf die Gerste zu, und zwar 
besonders zwischen pg 3,9 bis 6,5. 


4. Phosphate iiben bei unseren Versuchsbedingungen immer 
einen schidigenden EinfluB auf die Keimung aus. Innerhalb dieses 
schaidigenden Hinflusses konnten wir bei allen Samen eine optimale 
Zone der Keimfahigkeit feststellen. Diese optimale Zone liegt bei der 
Saaterbse zwischen py 6,1 bis 6,5, bei der Gerste bei py 7,0, beim Hafer 
zwischen pg 3,9 bis 6,5 und beim Weizen zwischen py 6,1 bis 6,5. 
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5. Nicht nur liegt das Optimum der Sauerstoffaufnahme und der 
Keimung bei Gegenwart von Phosphaten bei ungefaihr der gleichen 
Wasserstoffionenkonzentration, auch der gleichsinnige Verlauf der 
Atmungs- und Keimungskurven spricht mit aller Deutlichkeit fiir den 
engen Zusammenhang zwischen Sauerstoffaufnahme und Keimung. 


6. Unsere Versuche ergaben, daB die optimale Zone der Sauerstoff- 
aufnahme und Keimung bei Gegenwart von Phosphaten im allgemeinen 
mit den in der Literatur befindlichen Angaben iiber die optimale Boden- 
reaktion fiir die betreffende Pflanze zusammenfiallt. 


Die Verfasser danken Herrn Dipl. agr. M. Biletzky fiir seine wert- 
volle Hilfe bei der Ausfiihrung dieser Arbeit. 
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Das Stempell-Phinomen an den Liesegangschen Ringen. 


Von 
Werner W. Siebert. 


(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 6. Mdrz 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem hat Stempell mitgeteilt, daB die Bildung Liesegangscher 
Ringe durch Fernwirkung eines Zwiebelsohlenbreies in bestimmter 
Weise gestért wird. Er fiihrt dies auf die mitogenetische Strahlung 
zurick, die, wie zuerst Gurwitsch gezeigt hat, von Zwiebelsohlenbrei 
ausgeht. 

Auf einer Glasplatte (8,5 10cm) wird Ammoniumbichromat- 
gelatine (12 ¢ Gelatine in 160 cem Wasser warm gelést, dann Zusatz von 
0,4g Ammoniumbichromat) in diinner, hellgelber Schicht ausgegossen. 
Nach dem Erstarren bringt man einen Tropfen 20°,iger wasseriger Silber- 





Abb. 1. Liesegangsche Ringtigur. 


nitratlésung auf die Mitte der horizontal gestellten Platte. Der Tropfen 
hebt sich zunachst kugelig ab, sinkt aber allmahlich ein. Dort, wo er die 
Gelatine beriihrt, entsteht Silberchromat, erkennbar an der rotbraunen 
Farbung. Nach und nach diffundiert das Silbernitrat in das Gel weiter 
hinein. Das Silberchromat scheidet sich dann aber nicht mehr gleichformig 
ab, sondern in schmalen, gut ausgepragten Ringen, welche in immer weiteren 
und weiteren Kreisen den Tropten konzentrisch umgeben. Nach einigen 
Stunden hat man ein Bild vor sich, das an eine Kokarde oder eine 
Grammophonplatte erinnert (Abb. 1). 


31* 
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Stempell legte nun, noch ehe der Tropfen einzusinken begann, auf die 
Glasplatte lings der beiden kiirzeren Seiten drei bis vier Objekttrager 
iibereinander und quer tiber diese eine Zinkplatte von der gleichen GréBe 
wie die Glasplatte. Die Zinkplatte trug in ihrer Mitte einen lings ver- 
laufenden, etwa 6,5cem langen und | mm breiten Spalt. Er lief in der Versuchs- 
anordnung genau iiber die Mitte des Silbernitrattropfens hinweg. Mit 
zunehmender Abflachung des Tropfens wurde der Abstand zwischen 
Gelatineschicht und Zinkplatte durch Entfernen von zwei bis drei Objekt- 
trigern auf jeder Seite allmahlich auf etwa 3mm verringert. Uber den 
Spalt legte Stempell gleich zu Beginn des Versuchs ein Blattchen Cellophan- 
papier und oben auf dieses einen frisch hergestellten Brei aus der Sohle einer 
wurzeltreibenden Kiichenzwiebel, der im Verlauf des Versuchs fiinf- bis 
siebenma!l stiindlich durch neuen ersetzt wurde. Das Ganze kam fiir etwa 
10 bis 12 Stunden in eine feuchte Kammer (groBe Petrischale) und wurde 
in der Nahe des Fensters auf weiBer Unterlage aufgestellt. 

Nach dieser Zeit beobachtete Stempell, daB sich nicht allseitig ge- 
schlossene Ringe gebildet hatten, sondern an den dem Schlitz gegeniiber 
gelegenen Stellen, nach der Peripherie zu stirker als in der Nahe des 
Tropfens, Unterbrechungen der Kontinuitaét. Die Ringe waren hier voll- 
kommen zersprengt, der Silberchromatniederschlag erschien unregelmaBig 
bréckelig, auBerdem waren diese Partien haufig intensiv dunkelgelb gefarbt. 

Wenn die Unterbrechung der Ringe auf mitogenetische Strahlen 
zuruckzufiihren ist, so hatten wir in der Liesegangschen Ringfigur 
ein neues willkommenes Testobjekt, das geeignet wire, die sonst zum 
Nachweis jener Strahlen iiblichen umstandlicheren Verfahren zu er- 
setzen. Angesichts dieser Méglichkeit habe ich zunaichst den Grund- 
versuch Stempells nachgemacht. 





Abb. 2. Stérung der Ringe in einem nach Stempells Anweisung ausgefiihrten Versuch. 


In der Tat traten Unterbrechungen in den Kreisen — teils mit 
deutlicher gelber Verfarbung — ein. Sie waren oft bereits nach 3 Stunden 
sichtbar, nach 8 Stunden und mehr stets auBerordentlich gut ausgepragt. 
Dabei war eine Erneuerung des Breies nicht erforderlich, ich erhielt 








~ 
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gleich starke St6rungen auch dann, wenn von Anfang bis zu Ende 
des Versuchs derselbe Brei verwendet wurde. Die Ringe waren 
jedoch nicht nur an dem dem Schlitz gegeniiberliegenden, sondern 
auch an vielen anderen Stellen gestért (Abb. 2). 

Nach diesen Untersuchungen verwendete ich statt des Zwiebel- 
sohlenbreies andere Substanzen, deren Vermégen, mitogenetische 
Strahlen zu senden, bekannt ist, insbesondere Brei aus Tumorgewebe 
oder aus faradisiertem Muskel. Mit ihnen muBten sich, falls die Stérungen 
eine Wirkung jener Strahlen waren, die gleichen Erscheinungen hervor- 
bringen lassen wie mit dem Zwiebelsohlenbrei. 

Aber in keinem dieser Experimente konnten Unterbrechungen 
der Ringe nachgewiesen werden. Es entstanden normale Liesegang sche 
Ringe. 

War es schon bei den Versuchen mit Zwiebelbrei auffallig, daB die 
Kreise auch an anderen als dem Schlitz gegeniiberliegenden Partien 


gestért waren ein Befund, der mit der Annahme von Strahlen- 
wirkungen schwer in Einklang zu bringen war —-, so zweifelte ich nach 


dem negativen Ausfall dieser letzten Untersuchungen noch mehr daran, 
in der Unterbrechung der Kreise den Effekt mitogenetischer Strahlen 
vor mir zu haben. 

Dazu kam noch, dab es gelang, die Ringe zu stéren mittels eines 
Breies, der nicht aus der strahlungsaktiven Zwiebelsohle hergestellt 
war, sondern aus Gewebe der iibrigen Zwiebel, also einem Stoffe, der 
gar keine mitogenetischen Strahlen sendet. Damit schien mir die 
Beweiskette geschlossen, daB das von Stempell beschriebene Phinomen 
der Ringstérung nicht auf mitogenetische Strahlen zuriickzufiihren ist. 

Wodurch wird es aber nun hervorgerufen? Es lag nahe, in erster 
Linie an eine chemische Einwirkung fliichtiger, der Zwiebel ent- 
stammender Stoffe zu denken; und diese Vermutung erwies sich als 


richtig: 


Wurde durch luftdichten AbschluB des Zwiebelsohlenbreies eine 
Wirkung fliichtiger Stoffe verhindert, so entstanden vollig ungestorte, 
gut ausgepragte Ringe. 

Zu diesen Versuchen wurde eine vertikal gestellte Glasréhre 
(12cm lang, 3cm Durchmesser) verwendet, welche unten durch eine 
0,1 mm dicke Quarzplatte verschlossen war. Ihr oberes Ende konnte 
durch einen eingeschliffenen und eingefetteten Glasstopfen abgedichtet 
werden. Die Réhre wurde etwa zu einem Zehntel mit Brei aus Zwiebel- 
sohle gefiillt, dann fest verschlossen und mittels geeigneter Schraub- 
vorrichtung mit ihrer Quarzplatte bis auf 2mm Entfernung an eine 
unter ihr liegende vorbereitete Chromgelatineplatte herangebracht. 
Uber das Ganze wurde eine groBe Glasglocke gestiilpt, welche auBerdem 
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noch zur Herstellung einer feuchten Kammer -— einen wasser- 
getrankten Wattebausch einschloB. Der Versuch blieb 6 bis 10 Stunden 
stehen; in den ersten 4 Stunden wurde der Brei alle 20 Minuten erneuert. 

Bei dieser Anordnung konnten wohl durch die Quarzscheibe 
hindurch — die dem Zwiebelsohlenbrei entstammenden mitogenetischen 
Strahlen, nicht aber die fliichtigen Stoffe der Zwiebel an die Gelatine 
gelangen. Es bilden sich hier stets véllig unversehrte Ringe. 

Umgekehrt konnte ich die schénsten Stérungsfiguren erzeugen, 
wenn ich nur die fliichtigen Stoffe an die Gelatineplatte dringen lieB, 
aber die Méglichkeit anderer Einfliisse, inshesondere von  mito- 
genetischen Strahlen, véllig ausschaltete. 

Eine groBe Glasschale mit iiberfallendem Deckel (30cm Durch- 
messer, 10cm Héhe) wurde durch eine vertikale Glaswand in zwei 





Abb. 3. 


Stérung der Ringe bei ausschlieBlicher Einwirkung von fliichtigen Stoffen. 
Die dunklen Partien in der Peripherie (x) zeigen die im Text besprochene 
dunkelgelbe Farbe. 


Kammern eingeteilt, deren eine doppelt so groB war als die andere, 
Die Glaswand war um lem niedriger als die Héhe der Glasschale, 
die Luft konnte also ungehindert von dem einen Raum in den anderen 
iibertreten. In dem groBen Abteil wurde die mit dem Silbernitrat- 
tropfen beschickte Chromgelatineplatte aufgestellt, in das andere 
kam eine gréBere Menge fein geschnittener Zwiebelstiickchen. Ganz 
abgesehen davon, daB diese Zwiebelstiickchen keine mitogenetischen 
Strahlen senden, waren sie auch noch durch die fiir solche Strahlen 
undurchlassige Glaswand von der Gelatineplatte getrennt. Nach 
mehreren Stunden waren ohne Ausnahme gestérte Ringe entstanden 
(s. Abb. 3). 

Auch das Ergebnis einer dritten Versuchsreihe spricht fiir die 
ausschlieBliche Wirksamkeit von fliichtigen Stoffen. 
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Aus einer diinnen Ammoniumbichromatlésung wurde durch tropfen- 
weise erfolgenden Zusatz von Silbernitrat alles Chrom als rotbraunes 
Silberchromat ausgefallt. Eine sehr diinne, schwach  rotbraun 
schimmernde Aufschwemmung dieses Silberchromates wurde sodann 
in eine Waschflasche gefillt und in ihr mit Luft durchperlt, welche 
vorher tiber feingeschnittene Zwiebeln in einer anderen Waschflasche 
gestrichen war. 

Innerhalb einer Stunde verwandelte sich die Farbe der Auf- 
schwemmung von Braunrot in ein ausgesprochenes Dunkelgelb von 
der gleichen Nuance, wie wir es oft an den gestérten Ringen beobachtet 
hatten. 

Dieses Experiment gelang nur mit sehr diinnen Silberchromatauf- 
schwemmungen; bei starkeren Konzentrationen war eine Veranderung 
kaum oder gar nicht sichtbar. Allem Anschein nach handelt es sich 
bei diesem Reagenzglasversuch um die gleichen Vorgainge wie an der 
Gelatineplatte; die Tatsache, daB eine deutliche Veranderung nur an 
sehr verdiinnten Chromataufschwemmungen hervorzubringen war, 
erklart uns, weshalb die Ringstérungen nach der Peripherie der Figur 
zu immer starker werden: Hier ist die Konzentration des Silberchromats 
am schwachsten und daher die Einwirkung der fliichtigen Stoffe am 
stirksten. 

Des weiteren untersuchte ich, ob man die Ringbildung auch noch 
mit anderen fliichtigen Stoffen stéren kann. Die zu priifenden Stoffe 
wurden in das kleinere Abteil der groBen Glasschale eingefiillt, wahrend 
die Gelatineplatte wieder in die gréBere Kammer kam. Verwandt 
wurden: Brei aus Knoblauchzwiebeln, geriebener Meerrettich, Senf- 
mehlbrei, Nelkenél, Campherél, Tinctura asae foetidae, Formaldehyd, 
Acetaldehyd, Paraldehyd und endlich Ammoniak. 

Eine Reihe von diesen bewirkten genau die gleichen Stérungen 
wie die Kiichenzwiebel: Knoblauch, Asa foetida, Formaldehyd und 
Acetaldehyd. Das Ammoniak entfairbte innerhalb ', bis 3, Stunde 
nicht nur simtliche Ringe vollstandig, sondern auch den zentralen 
homogenen Chromsilberfleck; Nelkenél, Campheré6l und Paraldehyd 
lieBen die Ringe unversehrt. Meerrettich und Senfmehl endlich 
verhinderten die Ausbildung zahlreicher schmaler Kreise, statt dessen 
verursachten sie einen einzigen breiten, den Tropfen umgebenden 
Ring, der ebenso wie der Tropfen selbst tief schwarz gefirbt war und 
silbern glanzte. 

Offenbar richtet sich Art und Starke der Verainderungen nach 
Art und Starke der Reaktion zwischen den verschiedenen fliichtigen 
Stoffen und dem Silberchromat. Bei den Zwiebelversuchen wird das 
Silberchromat wahrscheinlich durch ein Allylsulfid verandert. Den 


dabei sich abspielenden chemischen Prozessen weiter nachzugehen, 
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betrachtete ich nicht als meine Aufgabe. Es mag dies spateren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. Mir kam es vor allem darauf an, ob 
und welche Beziehungen zu den mitogenetischen Strahlen bestehen!. 


Zusammenfassung. 

1. In Bestatigung von Stempells Versuchen wurde festgestellt, 
daB die Liesegangschen Ringe durch Fernwirkung eines Zwiebelsohlen- 
breies unterbrochen werden. 

2. Diese Stérung ist nicht auf mitogenetische Strahlen zuriick- 
zufiihren, sondern auf den chemischen Einflu8, welchen fliichtige Stoffe 
der Zwiebel auf das Silberchromat der Ringfigur ausiiben. 

3. Eine Reihe anderer stark riechender Stoffe bringt an den Ringen 
die gleichen Verainderungen hervor wie die Zwiebel. 


Literatur. 


A. Gurwitsch, Protoplasma 6, H. 3, 1929. Walter Stempell, Biol. 
Zentralbl. 49, H. 10, 1929. 


1 Im ganzen habe ich etwa 170 Versuche ausgefiihrt. Bei ihnen leistete 
mir die technische Assistentin Frl. Dornauf wertvolle Hilfe. 
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Uber eine Proteiditherschwefelsiure aus der Magenschleimhaut. 


Von 
Hermann Mathis. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 10. Marz 1930.) 


Im hiesigen Institut wurde in der letzten Zeit gefunden, da in 
einigen Organen Verbindungen vorkommen, welche Biuretreaktion 
zeigen und gepaarte Schwefelsiuren sind. Diese Verbindungen wurden 
von uns Proteiddtherschwefelsiuren genannt. Trotz des merkwiirdigen 
Baues, der eigentlich eine physiologische Wirksamkeit ausschlieBen 
sollte, da ja bekanntlich toxische oder pharmakologisch wirksame 
Substanzen durch Paarung mit Schwefelsiure oder Glykuronsaure im 
Organismus entgiftet werden, zeigen diese Verbindungen physiologische 
Wirksamkeit. 

So konnte gezeigt werden, dab in der Leber eine solche Proteid- 
atherschwefelsiure vorkommt, welche bei einem Verfahren gewonnen 
wurde, das zum Ziele hatte, die wirksame Substanz der Leber, welche 
die Tragerin der Wirkung der Lebertherapie bei der Anaemia perniciosa 
ist, darzustellen (1). 

In ganz verschiedener Weise wurde bei Aufsuchung der Substanz 
aus dem Hypophysenvorderlappen, auf deren Eigenschaften Er- 
zeugung von Riesenwachstum H. M. Evans als erster hingewiesen 
hatte, eine Verbindung gefunden, welche trotz aller Verschiedenheiten 
in ihrem chemischen Verhalten und ihren physiologischen Wirkungen 
doch zwei Eigenschaften mit der Substanz aus der Leber gemeinsam 
hat: namlich daB sie die Biuretreaktion gibt und eine Atherschwefel- 
saure ist (2). 

Doch zeigte die Substanz aus dem Hypophysenvorderlappen durch- 
aus Globulincharakter und lieB sich durch Kohlensaure aus _ ihrer 


Lésung abscheiden. 

Diese Befunde haben uns veranlaBt, auch andere Organe auf 
die Existenz von Proteidatherschwefelsiuren zu_prifen. 

Vorerst haben wir das Insulin untersucht, da iiber dessen Schwefel- 
gehalt und die Art der Bindung desselben die Meinungen auseinander- 
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gingen. Aber das Insulin selbst erwies sich als keine Proteidather- 
schwefelsaure (3). 

Hingegen haben uns Untersuchungen amerikanischer Kliniker 
veranlaBt, uns mit der Magenschleimhaut zu _ beschaftigen, da 
diese bei der Therapie der Anaemia perniciosa, in der Form von 
Piiree aus frischer Magenschleimhaut verabreicht, sowie mit einem 
Trockenpraparat und sogar mit dem Erbrochenen aus den Magen 
normaler Menschen gute Erfolge erzielten (4), (5), (6). 

Wir haben nun versucht, das von uns ausgearbeitete Verfahren 
fiir die lsolierung der Substanz aus der Leber auf die Magenschleim- 
haut anzuwenden. 

Zu diesem Zwecke haben wir 4,6 kg abpraparierter Magenschleim- 
haut vom Schwein mit der gleichen Menge Wasser und 200 ccm 
n Essigsiure digeriert und dann auf 70°C erhitzt. Die Fliissigkeit wurde 
dann durch ein Sieb abgelassen, hierauf filtriert und so lange Bleizucker 
zugesetzt, als noch eine Fallung zu beobachten war. Dann riihrten 
wir BleiweiB zur Absattigung der Essigsiure ein und fallten, ohne zu 
filtrieren, mit basisch essigsaurem Blei, welches die ganze Fliissigkeit voll- 
stindig klarte. Von der Bleifillung wurde die Fliissigkeit abzentri- 
fugiert und dann durch Zusatz von Schwefelammon entbleit. Von 
dem Schwefelblei wurde abfiltriert und die Fliissigkeit im Vakuum auf 
150 cem eingeengt. Setzt man zu diesem Sirup die doppelte Menge 
Alkohol zu, so entsteht keine Fallung; daher wurde diese Fliissigkeit 
wieder konzentriert, bis ein dicker Sirup entstand, der mit der acht- 
fachen Menge absoluten Alkohols durchgerieben wurde, wobei eine 
weiBe Substanz ausfallt. Diese weibe Fallung ist in Wasser sehr leicht 
léslich und reagiert sauer. In Wasser gelést wurde sie der Dialyse 
unterworfen. Das Adialysable, das sich wegen starken Schiumens 
nicht im Vakuum einengen lie}, wurde mit sehr viel Alkohol gefillt ; 
die Fallung mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. 

Sie zeigt folgende Reaktionen: die Biuret- und Molischreaktion 
waren positiv. 

Mit Millonschem Reagens gibt sie eine weibe Fallung, aber keine 
Rotfarbung beim Erhitzen. 

Sie zeigt keine Tryptophan- und Xanthoproteinreaktion, auch 
enthilt sie keinen bleischwarzenden Schwefel. 

Daher fehlen in ihrem Aufbau Phenylalanin, Tyrosin und Trypto- 
phan, ebenso das Cystin. 


An ihrem Aufbau nehmen aber auBer den anderen Aminosauren 
auch Kohlenhydrate teil. Das wichtigste aber ist, dap diese Substanz 
nach der Hydrolyse mit verdiinnter Salzsiure mit Chlorbarium eine 
Fdllung von schwefelsaurem Barium gibt. 
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Es ist interessant, synoptisch die drei von uns bisher gefundenen 
Proteidaitherschwefelsiuren zu betrachten: alle drei geben die Biuret- 
reaktion und spalten beim Sieden mit verdiinnter Salzsiure Schwefel- 
siure ab. Alle drei enthalten keine Tyrosingruppe, keine Tryptophan- 
gruppe und keine Cystingruppe. 

Der Substanz aus der Leber und aus der Magenschleimhaut fehlt 
auch die Xanthoproteinreaktion, wihrend sie der Substanz aus dem 
Hypophysenvorderlappen zukommt. Dieser hingegen fehlt die Kohlen- 
hydratreaktion. 





Leber Hypophyse Magen 


Pe 8S SSeS t 1 

Millonsche Reaktion . ...... _ . 
Xanthoproteinreaktion ...... — t — 
Adamkiewicz-Hopkins-Cole-Reaktion — — — 
Molisch-Reaktion ........ t — 
POON. 5 ge es ss es — — 


Da die Ausbeute an dieser Proteiditherschwefelsiure aus Magen- 
schleimhaut trotz der groBen Menge des Ausgangsmaterials weit ge- 
ringer war als bei der Aufarbeitung der Leber, welcher Umstand viel- 
leicht mit dem schleimigen Charakter des verarbeiteten Gewebes 
zusammenhangt, versuchten wir ein anderes Verfahren zur Darstellung 
dieser Verbindung, welches auf Verdauung der Magenschleimhaut mit 
Salzsiure und Pepsin beruhte, wie auch auf der Extraktion mit sehr 
verdiinntem Ammoniak. Aber auch diese beiden Verfahren lieferten 
keine héhere Ausbeute als das oben von uns beschriebene. 


Literatur. 
1) S. Frdnkel und G. Monasterio, diese Zeitschr. 211, 264, 1929. 
2) Dieselben, ebendaselbst 211, 259, 1929. — 3) H. Mathis, ebendaselbst 
218, 72, 1929. — 4) W. B. Castle und E. A. Locke, Society for Clinical 
Investigation, Washington, D.C. April 30, 1928. 5) Cyrus, G. Sturgis 


und R. Isaacs, Journ. of the Amer. Med. Ass. 93, Nr. 10, 8. 747, 1929. — 
6) Elwood A. Sharp, ebendaselbst 938, Nr. 10, 8.749, 1929. 
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